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RESUMO

RIBEIRO, Leandro Cardoso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Inibicao das atividades proteolitica e lipolitica de Pseudomonas
fluorescens por nisina. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti.
Coorientadores: Frangois Bagliniére e Hilario Cuquetto Mantovani.

Bactérias do género Pseudomonas sao os principais contaminantes do leite cru
refrigerado e algumas espécies produzem proteases e lipases resistentes as
temperaturas de pasteurizacao e Ultra Alta temperatura (UAT) comumente
utilizadas pela industria como estratégia para garantir a qualidade e seguranca
do leite. A atividade destas enzimas sobre os constituintes do leite causa
diversos problemas como a gelificagéo e coagulagéo, sabor e odor indesejados
além de rancidez, levando a diminui¢ao do rendimento na fabricacao de queijos,
perda de qualidade sensorial e diminuicdo da vida de prateleira dos produtos
lacteos. Nisina € uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis utilizada
como bioconservante em alimentos em mais de 50 paises. Tem acgéo bactericida
contra micro-organismos gram-positivos por se ligar a membrana citoplasmatica
destes, formar poros que ocasionam o efluxo de eletrélitos e de metabdlitos,
levando o micro-organismo a morte. Entretanto, micro-organismos gram-
negativos sdo pouco susceptiveis ao mecanismo de agédo da nisina, uma vez
que a membrana externa atua como barreira, impedindo a passagem da
bacteriocina, ndo permitindo que esta chegue ao seu sitio de acao. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito inibitério de nisina sobre a atividade das
proteases e lipases produzidas por Pseudomonas fluorescens, quantificar as
atividades proteoliticas e lipoliticas extra e intracelular na presenca e na auséncia
de nisina e verificar a influéncia da bacteriocina sobre a transcricao dos genes
do operon aprX-lipA. Foi observado que nisina, na concentracao de 400 AU/mL
ndo inibe o crescimento celular de P. fluorescens mas, tem efeito inibitdrio sobre
as atividades proteolitica e lipolitica desta bactéria. A atividade proteolitica dos
isolados de P. fluorescens denominados L211, L213 e L214 foi inibida em 78,
90 e 92%, respectivamente, no periodo de 24 h na presenca de nisina. Este
efeito inibidor foi reduzido no periodo de 48 h de incubacgéo e variou entre 58%
e 60%. A atividade lipolitica dos isolados de P. fluorescens L211 e L213 foi
completamente inibida em 24 h de incubacao, enquanto o percentual de inibigao
da atividade lipolitica do isolado L214 foi de 97%. Como observado sobre a
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atividade proteolitica, a extensao do periodo de incubacgao para 48 h reduziu o
efeito inibidor da nisina sobre a lipdlise e este percentual de inibigdo variou de
89% a 92%. Nao foi observada nenhuma influéncia da nisina sobre a reagéo
hidrolitica das enzimas secretadas. Porém, nao foi possivel esclarecer se nisina
atua sobre a transcricao dos genes, a sintese ou sobre a secrecao da protease
e da lipase do micro-organismo. A extracdo do RNA total foi feita para investigar
a transcricao dos genes aprX, lipA, aprD, aprE e aprF, referentes a protease,
lipase e as trés proteinas do sistema de transporte ABC, respectivamente, em
condic¢des de crescimento de P. fluorescens na presencga de nisina (400 AU/mL).
Estas analises podem ajudar a explicar o mecanismo utilizado por nisina para

inibir a atividade enzimatica de P. fluorescens.



ABSTRACT

RIBEIRO, Leandro Cardoso, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Inhibition of proteolytic and lipolytic activities of Pseudomonas
fluorescens by nisin. Adviser. Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers:
Francois Bagliniere and Hilario Cuquetto Mantovani.

The main contaminant of refrigerated raw milk is the bacteria of the genus
Pseudomonas. These microorganisms produce proteases and lipases resistant
to the Ultra High Temperature (UHT) pasteurization temperatures commonly
used by industry as a strategy to ensure the quality and safety of the product. The
activity of these enzymes in the milk constituents causes several problems such
as milk gelling and coagulation, undesired taste and odor besides rancidity,
leading to a decrease in cheese production yield, loss of sensorial quality and
shortening the shelf life of the products dairy products. Nisin is a bacteriocin
produced by Lactococcus lactis used as a biopreservative in foods in more than
50 countries. It has bactericidal activity against Gram-positive microorganisms to
bind to the cytoplasmic membrane of these microorganisms forming pores that
cause the efflux of electrolytes and metabolites, taking the microorganism to
death. However, by having the outer membrane, Gram-negative bacteria are less
susceptible to the mechanism of action of nisin. The outer membrane acts as a
barrier, preventing the passage of the bacteriocin and not allowing it to reach its
site of action. The objective of this study was to evaluate the inhibitory effect of
nisin on the activity of proteases and lipases produced by fluorescent
Pseudomonas, to quantify extra and intracellular proteolytic and lipolytic activities
in the presence and absence of nisin and to verify the influence of bacteriocin on
the transcription of genes of the aprX-lipA operon. It was observed that nisin, at
a concentration of 400 AU/mL, does not inhibit cellular growth but has an
inhibitory effect on the proteolytic and lipolytic activities of the enzymes produced
by Pseudomonas fluorescens. The proteolytic activity of P. fluorescens L211,
L213 and L214 was inhibited at 78, 90 and 92%, respectively; in the period of 24
and the percent inhibition in the 48 h period is 60% for the strains L211 and L213
and of 58 % for L214 strain. The lipolytic activity of P. fluorescens L211 and L213
strains was completely inhibited in 24 h while the percent inhibition of the lipolytic
activity of the L214 strain was 97%. At 48 h the inhibition percent reduced to 89,

92 and 91%, respectively. The results demonstrate that nisin does not act to



inhibit the hydrolytic reaction of the enzymes after their synthesis and secretion
to the external environment. However, it was not possible to clarify whether nisin
acts on the secretion, translation or transcription of the protease and lipase genes
of the microorganism. RNA extraction of the P. fluorescens was done so that
further analysis could be performed. These analyzes may help explain the

mechanism used by nisin to inhibit the enzymatic activity of P. fluorescens.
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1. INTRODUGAO

Pseudomonas fluorescens € uma das bactérias psicrotroficas mais
comumente encontrada no leite cru. Esta bactéria produz enzimas, a exemplo
de proteases e lipases, que sao capazes de resistirem aos tratamentos térmicos
comumente utilizados pela industria nos processos de pasteurizagdo e
esterilizacdo do leite cru. Esta termorresisténcia causa diversos problemas
tecnolégicos para a industria laticinista como a gelificacdo e a coagulagao do
leite, sabor e odor indesejados, além de rancidez.

AprX e LipA sao, respectivamente, proteases e lipases produzidas por P.
fluorescens. Os genes que codificam estas enzimas em P. fluorescens estao
organizados em um operon, aprX-lipA, juntamente com os genes das proteinas
do sistema transportador tipo |, aprDEF, responsaveis por exportarem essas
enzimas para o meio externo. Isto sugere que a transcricao destes genes € um
processo muito bem coordenado e com alguma importancia fisiologica.

Nisina € uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis
que tem acao contra bactérias gram-positivas e & utilizada pela industria como
bioconservante. Esta bacteriocina se liga, por meio de ligagdes de hidrogénio,
ao grupo pirofosfato do lipideo Il presente na membrana citoplasmatica deste
grupo de bactérias, e se insere na fase lipidica da membrana celular, com
consequente formacao de poros ocasionando a perda do potencial de membrana
e o extravasamento de ions e metabolitos da célula bacteriana, causando sua
morte.

A acao antimicrobiana de nisina em bactérias gram-negativas é possivel



com uso de agentes ou tratamentos capazes de desestabilizar a membrana
externa dessas bactérias, permitindo assim, que a bacteriocina atravesse essa
barreira e se ligue a parede celular. Entretanto, estudos prévios indicam que
embora concentragdes de nisina que nao sejam capazes de inibir o crescimento
de bactérias gram-negativas, sao capazes de reduzir a atividade proteolitica e
lipolitica das bactérias psicrotroficas isoladas de leite. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi explorar este potencial inibidor de nisina e entender o
mecanismo de acao desta bacteriocina sobre a atividade deterioradora de P.

fluorescens isoladas de leite cru.



2. REVISAO DE LITERATURA

O consumo global de leite fluido tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente entre os paises em desenvolvimento. Para suprir a demanda,
estima-se que seja necessario um aumento na producdo de leite de,
aproximadamente, 2% ao ano (GEROSA,; SKOET, 2013; KAPAJ; DECI, 2017).
O Brasil é o quinto maior produtor de leite do mundo e superado apenas pela
india, Estados Unidos, China e Paquistao (KAPAJ; DECI, 2017). A producéo de
leite fluido no Brasil em 2017, foi de 23.555 milhées de toneladas métricas
(MMT), sendo o estado de Minas Gerais o maior produtor de leite do pais
(KAPAJ; DECI, 2017; USDA, 2017).

Devido ao alto valor nutricional e aos beneficios a saude, o leite € um dos
alimentos mais consumidos em todo o mundo e é, frequentemente, indicado em
dietas balanceadas por ser fonte de proteinas, carboidratos, lipideos, minerais e
aminoacidos. Segundo as Diretrizes Dietéticas para Americanos (DGA) a
ingestao de leite e produtos lacteos contribui para a manutencéo dos niveis
adequados de minerais, como calcio, magnésio, fésforo, e vitaminas A, D, B12
e B2 no organismo (LAMARCHE et al., 2016; MOBLEY; JENSEN; MAULDING,
2014; SEBASTIAN et al., 2010).

A abundancia de nutrientes do leite, associada ao pH préximo ao neutro
e a alta atividade de agua permitem a multiplicacdo de diversos micro-
organismos patogénicos e deterioradores. A multiplicacado de micro-organismos
leva a deterioracéo do leite pela produgcéo de metabdlitos que irdo promover
alteragdes no leite e derivados, como acidificagéo, protedlise e lipdlise. Alguns



micro-organismos deterioradores utilizam a lactose como fonte de carbono e
energia, produzindo acido latico, o que leva a reducao do pH do leite de 6,6 para
aproximadamente 4,5, o que resultara na precipitagcdo da caseina, a principal
proteina do leite (CLAEYS et al., 2013; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005a;
YUAN et al., 2017a).

A legislacao brasileira estabelece, desde 2001 com a adogéo da Instrugao
Normativa (IN) n° 51, que o leite seja refrigerado imediatamente ap6s a ordenha
e que o transporte seja realizado em caminhdées com tanques isotérmicos
(BRASIL, 2002). Em 2011, o Brasil instituiu a IN n° 62 que determina que a leite
seja mantido em temperatura de, no maximo 7 °C, na fonte de producgéo. Esta
medida € capaz de reduzir o crescimento microbiano e controlar a deterioracao
do leite (BRASIL, 2011). Entretanto, algumas bactérias, denominadas de
psicrotréficas, tém a capacidade de crescer nessas temperaturas (MACHADO et
al., 2017).

2.1. Deterioragao do leite por bactérias psicrotréficas

Bactérias psicrotroficas apresentam temperatura 6tima de crescimento
entre 15 °C e 40 °C mas que também tém a capacidade de se multiplicarem em
temperaturas 7 £ 1 °C, com formacgao de col6nias visiveis ou turvagcao do meio,
em periodo de 7 a 10 dias (COUSIN; JAY; VASAVADA, 2013). O crescimento a
baixas temperaturas exige uma série de adaptagcdes estruturais e metabdlicas
pelas células bacterianas. Para manter a fluidez, a permeabilidade e preservar
as funcdées da membrana celular ocorre aumento dos acidos graxos insaturados.
Esta ampliacdo do numero de acidos graxos insaturados gera redugéao no ponto
de fusdo dos lipideos, mantendo-os em estado liquido, permitindo que a
membrana continue funcionalmente ativa (BEALES, 2004; JAY, 2005)

Alguns micro-organismos psicrotréficos podem produzir enzimas
extracelulares, como proteases e lipases, resistentes as temperaturas de
pasteurizacdo e ao tratamento a Ultra-Alta Temperatura (UAT) (BAUR et al.,
2015; MACHADO et al., 2017). Desta forma, quando o leite cru é submetido a
altas temperaturas, a maioria das células vegetativas é eliminada mas, as
enzimas termorresistentes secretadas por estas permanecem ativas no leite

(XIN et al., 2017). A atividade residual destas enzimas compromete a integridade
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dos elementos que compdem o leite e causam alteragbes sensoriais como
sabores e odores desagradaveis, rancidez e gelificacdo do leite UAT, além de
reduzir a vida de prateleira dos produtos, diminuir o rendimento na fabricagédo de
queijos e levar a perda da estabilidade térmica (PINTO et al., 2014; MARTINS et
al., 2015; MACHADO et al., 2017; ZHANG; BIJL; HETTINGA, 2018).

Os géneros de bactérias psicrotréficas comumente encontrados no leite
sao Acinetobacter, Aeromonas, Carnobacterium, Flavobacterium,
Microbacterium, Serratia, Staphylococcus e Pseudomonas, sendo este ultimo o
género predominante (NICODEME et al., 2005; PINTO et al., 2006; MARTINS et
al., 2006; BAGLINIERE et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015; MACHADO et
al., 2017; YUAN et al., 2017).

Pinto et al. (2015) analisaram amostras de leite cru refrigerado de
fazendas da Zona da Mata mineira para identificar a microbiota psicrotrofica
proteolitica contaminante do leite e concluiram que Pseudomonas é o género
de bactérias predominante nas amostras, representando 33,98% do total de
bactérias isoladas. Von Neubeck et al. (2015) avaliaram a biodiversidade da
microbiota do leite cru refrigerado de 10 fazendas e 10 laticinios diferentes da
Alemanha e obtiveram 2.906 isolados pertencentes aos géneros:
Pseudomonas, Lactococcus, Acinetobacter, Microbacterium, Carnobacterium,
Staphylococcus, Leuconostoc, Stenotrophomonas, Candida, Enterococcus,
Streptococcus, Hafnia, Aerococcus, Kluyveromyces, Bacillus e outros 46
géneros menos representativos. Dentre estes, os géneros Pseudomonas,
Lactococcus e Acinetobacter foram os mais abundantes. Aproximadamente,
85% das bactérias encontradas do género Pseudomonas apresentaram
atividade proteolitica ou lipolitica ou ambas as atividades enzimaticas (VON
NEUBECK et al., 2015).

De acordo com a literatura, Pseudomonas fluorescens & a bactéria
psicrotréfica mais frequentemente encontrada no leite cru (PINTO et al., 2006;
2015; MARTINS et al., 2014; SCATAMBURLO et al., 2015; MENG et al., 2018).
Estas bactérias, bastonetes, gram-negativas, nado formadoras de esporos, com
multiplos flagelos polares, aerdbias obrigatérias, oxidase e catalase positivas,
com temperatura étima de crescimento entre 25 °C e 30 °C, podem ser
encontradas em diversos ambientes como solo, agua e superficies e raizes de
plantas (MOORE et al., 2006). As bactérias do género Pseudomonas

apresentam alta concentragao de lipideos insaturados em sua membrana, o que
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Ihes confere vantagem competitiva e melhor adaptabilidade as baixas
temperaturas (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

A identificacdo de bactérias psicrotroficas proteoliticas de leite cru
granelizado realizada por Pinto et al. (2015) demonstraram a dominancia da
espécie P. fluorescens que representou 33,31% do total de isolados proteoliticos
identificados. A predominancia da contaminacao por P. fluorescens no leite cru
também foi confirmada por Yuan et al. (2017) ao analisarem 16 amostras de leite
provenientes de 11 cidades de diferentes regides da China. Eles encontraram
abundancia relativa de 58,8% dos isolados como sendo do género
Pseudomonas. Destes 15,8% foram identificadas como sendo da espécie P.
fluorescens.

Algumas espécies do género Pseudomonas sédo capazes de produzir
enzimas responsaveis pela degradacao do leite. AprX é uma protease
extracelular produzida P. fluorescens, classificada como metaloprotease
alcalina, que tem alta concentragdo dos residuos de aminoacidos alanina e
glicina e baixas concentracdes de cisteina e metionina (MITCHELL; EWINGS;
BARTLEY, 1986; DUFOUR et al.,, 2008; MARCHAND et al., 2008). A AprX
pertence a familia das serralisinas, tem massa molecular de, aproximadamente,
50 kDa, possui residuos de acido glutdmico no sitio ativo e necessita de cation
bivalente, zinco (Zn?*) para ser funcional. A termoestabilidade desta enzima é
conferida pela presenca do Zn?*, oito atomos de calcio e pela auséncia de pontes
dissulfeto, que conferem maior flexibilidade a estrutura primaria (MITCHELL;
EWINGS; BARTLEY, 1986; GARCIA-CARRENO, 1992; S@RHAUG;
STEPANIAK, 1997; BAGLINIERE et al., 2013; MATEOS et al., 2015; MARTINS
et al., 2015).

Além da protease AprX, P. fluorescens também produz a lipase LipA,
classificada como serina hidrolase, com massa molecular de, aproximadamente,
50 kDa e que apresenta atividade sobre substratos insolliveis como a gordura
do leite. Assim como a AprX, tanto a secrecao de LipA e a estabilidade a altas
temperaturas é estimulada por calcio (SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Um fato interessante € que a producao de lipase por P. fluorescens é
regulada pela temperatura, sendo que, quanto maior a temperatura de
crescimento, menor a producao da enzima (ANDERSSON, 1980). Merieau et al.
(1993) demonstraram que em baixas temperaturas, a lipase de P. fluorescens

MFO apresenta alta atividade sendo que a temperatura étima de atividade é de
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17,5 °C. Woods et al. (2001) também verificaram o aumento da atividade lipolitica
em baixas temperaturas e confirmaram que acima da temperatura 6tima de
crescimento de P. fluorescens B52 nao foi detectada atividade lipolitica.
Mesmo tendo atividade étima a baixas temperaturas e nao sendo
detectada atividade em temperaturas acima de 30 °C, LipA apresenta resisténcia
a altas temperaturas (ANDERSSON, 1980; WOODS et al.,, 2001). Apos
submeterem o leite cru ao tratamento térmico de 63 °C por 30 min, Law et al.
(1976) observaram que a lipase de P. fluorescens manteve atividade residual
entre 64,3 e 100%. A hidrolise da gordura do leite causa rancidez e,
ocasionalmente, sabor amargo, em leite fluido, manteigas e iogurtes tornando

os produtos inadequados para o consumo (DE JONGHE et al., 2011).

2.2. Acao de proteases e lipases no leite

As atividades de proteases e lipases representam uma das principais
causas de deterioracao do leite. Estas enzimas podem ser naturais do leite ou
de origem bacteriana (CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003). A protedlise do leite
por proteases nativas esta associada, principalmente, a acdo da enzima
plasmina, que encontra-se associada as micelas de caseina e aos glébulos de
gordura (KELLY; FOX, 2006). Porém, a concentracao destas enzimas no leite é
muito baixa, sendo necessario um longo periodo de tempo para que a atividade
destas enzimas sobre as proteinas do leite sejam perceptiveis (POLITIS;
BARBANO; GOREWIT, 1992; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003). Também é
dificil perceber a ocorréncia de lipdlise por enzimas naturais do leite em razao da
baixa concentracdo em que as mesmas se encontram no meio (CHEN; DANIEL;
COOLBEAR, 2003).

Proteases sdo enzimas que catalisam a clivagem hidrolitica das ligagdes
peptidicas das proteinas, fragmentando a cadeia polipeptidica (NELSON; COX,
2013). A protease sintetizada por P. fluorescens, AprX, atua sobre as micelas
de caseina, desestabiliza sua estrutura e altera suas caracteristicas fisico-
quimicas. Por estarem mais expostas na micela de caseina, as fracées de k-
caseinas sao, preferencialmente, sujeitas a acdo das proteases bacterianas,
seguida das fracdes [, as1 e asz2-caseinas (KOKA; WEIMER, 2000; RAJMOHAN;
DODD; WAITES, 2002; BAGLINIERE et al., 2012).



A AprX desestabiliza o leite durante o periodo de estocagem aumenta a
viscosidade com formacgéao de gel ou sedimento, coagulagéao devido a formacéao
de caseinas complexadas, odor desagradavel e sabor amargo no produto
(BAGLINIERE et al., 2013; CALDERA et al., 2016).

Woods et al. (2001) observaram que a produgédo de protease por P.
fluorescens B52 foi similar em temperaturas de 17 °C e 27 °C, mas diminuiu
quando a taxa de crescimento do micro-organismo foi reduzida, o que ocorreu
em temperaturas acima de 27 °C. Pinto et al. (2014) avaliaram o perfil de
degradacdo das fragcbes de caseina pela protease de P. fluorescens em
temperaturas variando de 2 °C a 10 °C e observaram que, mesmo na menor
temperatura avaliada, ocorreu a hidrolise das fragdes de caseina pela atividade
enzimatica. Alves et al. (2018) demonstraram que baixas temperaturas nao
inibem a producao de proteases por P. fluorescens.

Lipolise é a quebra hidrolitica de triacilgliceréis com liberagéo de acidos
graxos livres ou nao esterificados e glicerideos (mono ou diglicerideos), que
pode ocorrer devido a acdo de esterases ou lipases (CHEN; DANIEL;
COOLBEAR, 2003). As esterases sao responsaveis pela hidrolise de
triacilglicerdis de cadeia curta (até 10 carbonos), enquanto as lipases atuam
preferencialmente, sobre os de cadeia longa, contendo 10 ou mais atomos de
carbono, mas também sao capazes de hidrolizar acidos graxos de cadeia curta
(DANIEL; COOLBEAR, 2003; CHEN; DEETH, 2006; NELSON; COX, 2013). A
clivagem das ligacdes ésteres dos triglicerideos, constituintes dos glébulos de
gordura libera acidos graxos como acido butirico, caproéico, caprilico e caprico no
meio. Estes acidos causam sabores e odores desagradaveis e rancificacao em
produtos lacteos (CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003).

Woods et al. (2001) demonstraram que P. fluorescens B52 secreta uma
unica lipase detectavel de, aproximadamente, 52 kDa e que a producgao da lipase
€ maior em baixas temperaturas do que na temperatura 6tima de crescimento do
micro-organismo, indicando um sistema de regulacéao da expressao da lipase por
baixa temperatura.

As enzimas AprX e LipA resistem ao tratamento térmico de pasteurizacao
e UAT aplicados pela industria de alimentos (BAUR et al., 2015; YUAN et al.,
2017b). Entretanto, Sgrhaug e Stepaniak (1997) descreveram que a temperatura
6tima destas enzimas € entre 30 °C e 45 °C. Apesar de resistirem ao tratamento

térmico, estas enzimas sao sensiveis as temperaturas entre 50 °C e 60 °C
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(SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Adams et al. (1975) mostraram reducao na
atividade proteolitica de P. fluorescens ao submeterem amostras de leite ao
tratamento térmico de 72 °C por um periodo de 4 a 5 h ou a 120° por 7 min.
Porém, a aplicacao de altas temperaturas por longos periodos de tempo causa
danos severos aos constituintes do leite e queda do valor nutricional (FRAU;
FONT DE VALDEZ; PECE, 2014; PESTANA et al., 2015).

A deteccao de proteases e lipases produzidas por P. fluorescens ocorre
na fase de desaceleracdo e na fase estacionaria de crescimento quando a
populagdo bacteriana estd em, aproximadamente, 106 a 10® UFC/mL
(MITCHELL; EWINGS; BARTLEY, 1986; KOKA; WEIMER, 2000; DUFOUR et
al., 2008; MARCHAND et al., 2008; STOECKEL et al., 2016). Estas enzimas
oferecem vantagem competitiva para o micro-organismo produtor quando a
quantidade de nutrientes no meio em que se encontram é insuficiente para que
mantenham suas atividades metabdlicas basais (STEAD, 1987).

Woods e colaboradores (2001) descreveram que a producdo dessas
enzimas pode ser regulada por fatores nutricionais, temperatura e
disponibilidade de oxigénio. Liu e colaboradores (2007) demonstraram que a
producéao de proteases por P. fluorescens é regulada pelo mecanismo de quorum
sensing (QS). Porém, Martins et al. (2014) nao detectaram a produgao de acil-
homoserina lactonas (AHL), moléculas sinalizadoras de um dos sistemas de QS
em gram-negativas, em dois isolados de P. fluorescens de leite cru e concluiram
que, nestes isolados, a producado de proteases extracelulares nao é regulada
pelo autoindutor 1 do sistema de QS. Isto sugere que a producgéo e a secregao
destas enzimas nao sdao mecanismos totalmente definidos.

A acao de proteases e lipases em leite e derivados € um grande desafio
para a industria, pois leva a problemas de qualidade e reduz vida de prateleira
desses produtos (CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003). Como estas enzimas sao
capazes de resistirem aos tratamentos térmicos comumente aplicados pela
industria, elas permanecem com atividade suficiente para deteriorarem os
produtos ainda dentro do prazo de validade, sendo assim, representam um

problema sério na industria do leite e ainda sem solucgéo.



2.3. Sistema de secre¢ao enzimatica e organizagao do operon aprX-
lipA

As enzimas AprX e LipA de P. fluorescens sao secretadas por um
transportador ABC, também chamado de sistema de transporte tipo I. O primeiro
constituinte deste sistema de transporte € uma proteina de membrana interna,
AprD, que é uma proteina de ligagdo ao ATP e responsavel pelo reconhecimento
da proteina a ser transportada. O segundo componente, uma proteina de fusao
entre as membranas interna e externa, AprE, também esta ligado a membrana
interna e se comunica com o terceiro componente do sistema, a proteina AprF,
que esta associada a membrana externa. Juntas, essas trés proteinas formam
um canal permitindo que as enzimas atravessem do citoplasma para o meio
externo, sem passar pelo espaco periplasmatico (KAWAI et al., 1999; WHITE,
DRUMMOND, FUQUA, 2011).

Woods e colaboradores (2001) demonstraram que os genes aprX e lipA
em P. fluorescens B52 estdo organizados em um mesmo operon, aprX-lipA,
porém cada um situado nas extremidades do RNA mensageiro produzido,
(Figura 1). Aléem dos genes codificadores destas enzimas, este operon contém
também um gene denominado inh, que codifica um inibidor de protease, trés
genes que codificam proteinas do sistema de transporte tipo | (aprD, aprE e aprF)
e 0s genes que codificam as proteinas autotransportadoras, prtA e prtB. Foi
demonstrado também que a expressao destes genes esta sobre o controle de
uma unica regiao promotora localizada upstream ao gene aprX (WOODS et al.,
2001).

a,r:'r}. mh aprl} aprée  aprl’ prtd prihi lipA

Figura 1. Organizacdo do operon aprX-lipA em P. fluorescens B52. Fonte:
MCCARTHY; WOODS; BEACHAM, 2004.

A presenca de ferro (Fe*®) no meio leva a repressdo da produgéo da
protease e lipase de P. fluorescens. Além disso, a temperatura também pode
regular a expressaéo dos genes aprX e lipA, sendo o gene da protease mais

expresso em temperaturas préximas a étima de crescimento e a expressao do
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gene da lipase aumentada em baixas tempetaruras (MCCARTHY; WOODS;
BEACHAM, 2004; WOODS et al., 2001).

Outros pesquisadores relataram arranjos similares no operon aprX-lipA de
outras estirpes de P. fluorescens. Ma e colaboradores (2003) indicaram que ha
diferencas na organizagéao do operon aprX-lipA entre estirpes de P. fluorescens
entretanto, a parte central do operon que codifica as proteinas transportadoras
aprD-aprE-aprF nao apresentou diferencas. Além disso, eles também
demonstram que os genes da protease, aprX e do inibidor da protease inh, estao
presentes nas estirpes estudadas, assim como o gene da lipase, lipA. Mas
algumas linhagens nao apresentaram os genes ptrA e ptrB, que codificam serina
proteases homoélogas e algumas, apresentaram dois genes homélogos de lipase,
lipA1 e lipA2. A organizagao destes genes no operon sugere um processo de
transcricdo coordenada e um provavel significado fisiolégico (MCCARTHY;
WOODS; BEACHAM, 2004; MARCHAND et al., 2009).

2.4. Nisina como conservantes de alimentos

A industria de alimentos esta constantemente em busca de estratégias
que auxiliem no processo de conservagao de alimentos e de formas para evitar
a contaminacgao dos produtos alimenticios por micro-organismos que possam
alterar suas caracteristicas sensoriais, além de se preocupar em oferecer um
alimento seguro, que nao represente risco a satide dos consumidores (GARCIA
et al.,, 2010). Umas das alternativas utilizadas pela industria € o uso de
bacteriocinas como bioconservantes (COTTER; ROSS; HILL, 2012).
Bacteriocinas sao peptideos sintetizados ribossomicamente por bactérias gram-
positivas e gram-negativas, que inibem ou causam a morte de outras bactérias
relacionadas (GARCIA et al., 2010; BALCIUNAS et al., 2013; KHAN; OH, 2015;
PRUDENCIO; VANETTI; PRIETO, 2015).

A bacteriocina mais amplamente estudada é a nisina (COTTER; ROSS;
HILL, 2012). Descoberta em 1928, esta bacteriocina € utilizada como
conservante de alimentos desde 1950 e pode ser utilizada em queijos, saladas,
sopas enlatadas, entre outros (KHAN; OH, 2015). No Brasil, 0 uso de nisina
como aditivo em alimentos é permitido na fabricacao de queijos pasteurizados

no limite de 12,5 kg/mg, visando controlar o crescimento de Clostridium spp.
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(BRASIL, 1996). Por ter acao antimicrobiana em baixas concentragbes, nao
apresentar toxicidade contra células eucariéticas, ser hidrolisada por enzimas
digestivas, ndo levar a alteragdo de sabor e odor dos produtos, a nisina &
caracterizada pela Food and Drug Administration (FDA) como GRAS
(Geralmente Reconhecida como Segura) (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005b;
KRIVOROTOVA et al., 2016; BALCIUNAS et al., 2013).

A nisina comumente usada ¢€ sintetizada pela bactéria Lactococcus lactis
subsp. lactis e sua cadeia polipeptidica & constituida por 34 residuos de
aminoacidos, tendo massa molecular de 3,5 kDa (Figura 2) e amplo espectro de
acao contra bactérias gram-positivas. Geralmente, as bactérias gram-negativas
nao sao afetadas pela agdo da nisina, a ndo ser na presenca de agente
desestabilizador da membrana externa, como o EDTA (PRUDENCIO; VANETTI;
PRIETO, 2015) ou agentes fisicos como temperatura (GALVAO; PRUDENCIO;
VANETTI, 2015). E conhecido um total de seis variantes de nisina, entretanto as
variantes A e Z sao as mais estudadas, sendo que a diferenca entre as duas
variantes € o aminoacido 27, His27ASN, da cadeia peptidica (LIANG et al., 2010;
BALCIUNAS et al., 2013; KHAN:; OH, 2015; PRUDENCIO; VANETTI; PRIETO,
2015).

Figura 2. Representacédo esquematica de uma molécula de nisina com seus 34
residuos de aminoacidos e os cinco anéis ciclicos de lantionina. Fonte: KHAN
(2015).

Segundo Klaenhammer (1993), a nisina é classificada como uma
bacteriocina da Classe |, também denominada de lantibidticos. A classe | é
composta por pequenos peptideos que apresentam de 19 a 38 residuos de
aminoacidos e massa molecular menor do que 5 kDa, contém em sua estrutura,
aminoacidos raros, que sao modificados pos-tradugcao, como a lantionina e B-
metil lantionina e os aminoacidos insaturados deidroalanina e deidrobutirina.
Apresenta estabilidade em pH 2,0 e pode ser estocada por longos periodos em
temperatura entre 2 °C e 7 °C. Entretanto, quando em pH 7,0 & facilmente

12



inativada a temperatura ambiente (BREUKINK; DE KRUIJFF, 1999;
PRUDENCIO et al., 2016; WORAPRAYOTE et al., 2016).

Nisina apresenta estabilidade térmica quando submetida a procedimentos
de autoclavagem, sob temperatura de 121 °C, sem alteragcées na estrutura
(JOZALA et al., 2007). A temperatura e o pH sao fatores que influenciam a
atividade, estabilidade e solubilidade da nisina, sendo que, quanto menor o pH,
maior a solubilidade da bacteriocina. Nisina & praticamente insoluvel em
condi¢des de pH neutro ou alcalino (PENNA et al., 2006).

A molécula de nisina é carregada positivamente, sendo assim, um
peptideo catiénico. Desta forma, ela tem preferéncia por se ligar a paredes
celulares de bactérias que contenham altos teores de lipideos anidnicos que
conferem cargas negativas, caracteristica das bactérias gram-positivas. Além
disso, nisina apresenta caracteristicas anfipaticas, sendo a metade N-terminal
mais hidrofébica do que a metade C-terminal (BREUKINK; DE KRUIJFF, 1999).

Nisina se liga ao lipideo Il nas membranas citoplasmaticas das bactérias
gram-positivas por meio de ligagdes de hidrogénio entre os grupamentos amida
dos dois anéis N terminais da molécula da bacteriocina com a fracdo de
pirofostato presente no lipideo Il. Em seguida, ocorre a insergéo da nisina na
fase lipidica da membrana celular das bactérias. Outras sete moléculas de nisina
sao recrutadas, formando um complexo com um total de oito moléculas da
bacteriocina e quatro moléculas de lipideo Il (Figura 3), que resultara na
formagéo de poros na membrana. Isto provocara o efluxo de ions vitais e a
dissipagcdo da forga préton motora da bactéria, resultando na morte celular
(BREUKINK; DE KRUIJFF, 1999, 2006; CLEVELAND et al., 2001; ZACHAROF,;
LOVITT, 2012; BALCIUNAS et al., 2013).
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Figura 3: Modelo de formacgao de poros por nisina na membrana citoplasmatica
de bactérias gram-positivas. Primeiro nisina atinge a membrana plasmatica
bacteriana (a) onde se liga ao lipideo Il por meio de seus dois anéis N terminais
(b). Em seguida, ha a formacédo de poros (c), que envolve a orientacao
transmembrana estavel da nisina. Outras sete moléculas de nisina sao
recrutadas para formar o complexo do poro. Fonte: BREUKINK; DE KRUIJFF

(20086).

A busca por estratégias que permitam utilizar nisina no controle de
bactérias gram-negativas é frequente. Estas estratégias envolvem a associagao
de nisina com outras substancias ou com novas tecnologias, atuando de forma
sinérgica, a fim de potencializar as agdes bactericida e bacteriostatica deste
peptideo (GALVAO et al., 2015; KHAN; OH, 2015; PRUDENCIO; VANETTI;
PRIETO, 2015; PRUDENCIO et al., 2016; CHIKINDAS et al., 2018). A
sensibilidade dos micro-organismos gram-negativos a nisina pode ser alterada
por fatores ambientais como variacées na temperatura e pH e alteragdo na
estrutura e composicao da camada de lipopolissacarideos (LPS), o que torna as
células susceptiveis a acao de nisina por alterar a fluidez e permeabilidade da
membrana externa (PRUDENCIO et al., 2016). Galvao, Prudéncio e Vanetti
(2015) demonstraram que temperaturas alta de 55 °C e baixa de -26 °C,
associadas a nisina (500 AU/mL) foram capazes de reduzir a populacdo de
Salmonella, um patdgeno gram-negativo, em quatro e 3,5 ciclos logaritimicos,
respectivamente. A acao combinada de nisina e ultrassom, avaliada por Freitas
(2017), foi capaz de causar a reducao de cinco ciclos logaritmicos na populagao
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de Shigella flexneri, também gram-negativo, demonstrando que os dois fatores
associados sao eficientes para inativagéo e controle do crescimento do micro-
organismo.

Outros estudos tém relatado o efeito sinérgico de nisina combinada com
antimicrobianos. Mirhosseini e Afzali (2016) associaram o uso de nanoparticulas
de 6xido de magnésio (MgO), um 6xido metalico inorganico nao-toxico, com
consideravel potencial antimicrobiano, com nisina e observaram que esses
fatores combinados tiveram efeito letal contra Escherichia coli em leite. Esses
autores sugeriram que a aplicacao de nanoparticulas de MgO combinada com
nisina e temperatura moderada pode ser alternativa em substituicdo aos
tratamentos térmicos comumente utilizados pela industria por causarem
alteragdes sensoriais minimas no produto.

Considerando que as informacgdes sobre o efeito da nisina sobre bactérias
gram-negativas, o presente estudo objetiva avaliar o efeito inibitdério de nisina

sobre enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas por P. fluorescens.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia
Industrial — MIND e no Laboratério de Genética Molecular de Bactérias do
Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria/BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa, Minas

Gerais, Brasil.

3.1. Isolados bacterianos

Trés isolados de P. fluorescens, denominados de L211, L213 e L214,
provenientes de leite cru foram utilizados neste estudo (MACHADO et al., 2015).
Em estudos prévios, estes isolados foram selecionados por apresentarem alta
atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato (dados néao
mostrados). Os estoques das suspensdes de células correspondentes aos
isolados analisados foi realizado em glicerol (20% v/v) e armazenados a -80 °C.
Os trés isolados foram ativados a 25 °C (a partir dos estoques) por 24 h em 10

mL de leite integral reconstituido (10% p/v) esterilizado.

3.2. Preparo e atividade de nisina

A solucao estoque de nisina (Nisaplin®, 2,5% p/p, lote 4262437142,
Danisco, Copenhagen, Dinamarca) foi preparada diluindo o produto em p6 em
tampao fosfato de sodio (5 mM, pH 2,0). Lactococcus lactis ATCC19435 foi

utilizada para determinar a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
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agar (TAGG; DAJANI; WANNAMAKER, 1976) e a quantificacao da atividade
antimicrobiana foi realizada método de difusao critica (HOOVER; HARLANDER,
1993) e a concentragao expressa em unidades arbitrarias (AU/mL).

3.3. Condicao de cultivo

Uma aliquota de 1,5 mL da cultura ativada em leite integral reconstituido
(10% p/v) foi transferida para microtubos e centrifugada a 10.000 g por 10 min.
O sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 1,0 mL de solugéo
salina 0,85 % (p/v) e centrifugado nas condi¢des descritas anteriormente. Esse
procedimento foi realizado por duas vezes. A partir da suspensao obtidas foram
realizadas duas diluicées seriadas (1:10 e 1:100). Uma aliquota de 0,1 mL da
diluicao 1:100 foi transferida para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 6,78
mL de leite integral reconstituido (10% p/v) e 3,12 mL de nisina (400 AU). O
tratamento controle foi feito substituindo-se a nisina por tampao fosfato (5 mM,
pH 2,0).

As amostras foram incubadas a 25 °C e, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h,
foram realizados plaqueamentos, pela técnica de microgotas para determinar o
numero de células viaveis (UFC/mL). Além disto, nestes tempos foram coletadas
aliquotas de 0,5 mL para a determinacgao da atividade proteolitica e lipolitica dos
isolados investigados.

A aliquota de 0,5 mL destinada a atividade proteolitica foi centrifugada a
10.000 g por 10 min e o sobrenadante livre de células foi transferido para
microtubos e armazenados a -20 °C, para posterior analise. A massa celular foi
suspendida em solugéo salina 0,85% e submetido a lise mecénica, conforme
item 3.6.

A aliquota coletada para atividade lipolitica foi imediatamente analizada,
conforme item 3.5. Apds as analises, a aliquota restante foi centrifugada a 10.000
g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e a massa celular foi suspendida
em solucao salina 0,85% e submetido a lise mecanica, conforme item 3.6.

A concentracao de proteinas foi determinada conforme Bradford (1976),
utilizando-se albumina de soro bovino (Sigma, St. Louis, USA) como padrao. Os
experimentos foram realizados em, no minimo, trés repeticdes e em duplicata,em

cada repeticao.
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3.4. Atividade proteolitica extracelular
3.4.1. Quantificagao da atividade proteolitica extracelular

A atividade proteolitica extracelular foi quantificada no sobrenadante
utilizando azocaseina (Sigma, St. Louis, EUA) como substrato, conforme
descrito por Dufour et al. (2008), com modificagbes. A solugdo estoque de
azocaseina 2% (p/v) foi preparada diluindo-se o substrato em solu¢ao de Tris-
HCL 100 mM, pH 8,0.

Uma aliquota de 250 L da solugao de azocaseina 2% (p/v) foi adicionada
em 50 uL do sobrenadante livre de células. A mistura foi incubada em banho-
maria a 37 °C por 30 min e a reagao foi interrompida adicionando-se 600 pL de
acido tricloroacético 20% v/v (TCA) (Sigma, St. Louis, EUA).

Em seguida, a amostra foi centrifugada por 10 min a 10.000 g e a
absorbancia a 366 nm foi determinada em leitor de ELISA Multiskan™ Go
Microplate Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Hudson, EUA). O
branco foi feito utilizando 50 yL das amostras do tempo 0 h, adicionado de 250
ML de azocaseina 2% (p/v) e 600 pL de TCA 20%. O experimento foi realizado

em, no minimo, trés repeticées e em duplicata em cada repeticao.

3.4.2. Zimografia para avaliagao da atividade proteolitica

Os sobrenadantes livres de células de cada cultura dos isolados de P.
fluorescens foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
suplementado com azocaseina 0,2% (p/v), conforme descrito por Christensen e
colaboradores (2003) com o objetivo de visualizar, em gel, a atividade
proteolitica e estimar a massa molecular das enzimas secretadas por cada
isolado investigado.

Foram preparados géis de concentragdo 5% de acrilamida e géis de
separagao 12% de acrilamida suplementado com azocaseina 0,2% (p/v). Apds
a polimerizacao, o sistema foi montado em cuba apropriada preenchida com
tampao de corrida Tris-glicina 1X pH 8,8 (CHRISTENSEN et al., 2003).

As amostras consistiram de 15 uL dos sobrenadantes livres de células e
15 uL de tampéao de amostra 4X. As amostras foram fervidas a 100 °C por 10

min e aplicadas nos géis. Em uma canaleta dos géis, foi aplicado 5 pL do
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marcador SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard (Life Technologies,
Carlsbad, EUA). A reacao de eletroforese foi conduzida a 60 V por 20 min para
empilhamento das enzimas e 80 V por 2 h e 30 min para separacao das fases
proteicas.

ApoOs a eletroforese os géis foram lavados por duas vezes em Tris-HCI
50 mM, pH 7,5 e em seguida, foi adicionado 25 % (v/v) de isopropanol por 15
min, em temperatura ambiente, para renaturagao das proteinas. Posteriomente,
os géis foram lavados com Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Em seguida, os géis foram
incubados por 12 h a4 °C em Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (CHRISTENSEN et al.,
2003).

Apbs a renaturagao, os géis foram incubados em CaClz 5 mM e Tris-HCI
50 mM, pH 8,0 a 40 °C durantes 6 h. Logo apoés, os géis foram lavados em
solucdo de NaOH 1 M por 5 min e a atividade proteolitica foi detectada como
zonas claras sob o fundo laranja (CHRISTENSEN et al., 2003).

A partir da revelacao dos géis foram capturadas imagens dos mesmos e
estas foram submetidas a andlise utilizando o software ImagedJ, do National
Institutes of Health (NIH). O ImageJ gerou histogramas, calculando a distribuigao
das intensidades de cinza presentes na figura. Desta forma, nos histogramas
gerados, foi possivel observar picos referentes as bandas correspondentes a
atividade da protease sobre o substrato adicionado no gel (SCHNEIDER;
RASBAND; ELICEIRI, 2012). O experimento foi realizado em trés repeticdes

biolégicas e duas repeti¢cdes técnicas.

3.5. Atividade lipolitica extracelular
3.5.1. Quantificacao da atividade lipolitica extracelular

Para quantificar a atividade lipolitica no sobrenadante livre de células, p-
Nitrofenil palmitato (p-NPP; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi utilizado como
substrato, conforme Martins et al. (2015). Para o preparo da solugcao de substrato
duas solugbes, A e B, foram misturadas, sendo uma parte da solugao A,
constituida de p-NPP 0,3% (m/v) diluido em 2-propanol e nove partes da solugéo
B, constituida de desoxicolado de sédio 0,2% (m/v) e goma arabica 0,1% (m/v)
em tampao fosfato dissolvidos em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 8,0
(MARTINS et al., 2015);
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Foi feita uma mistura de 1000 uL do sobrenadante livre de células com
1000 pL da solugédo de substrato. Aliquotas de 100 uL desta mistura foram
incubadas por 1 h a 25 °C e a reagao enzimatica foi terminada por adicao de 0,5
mL de 1 M de Na2COs. Em seguida, foi determinada a absorbancia a 410 nm em
leitor de ELISA Multiskan™ Go Microplate Spectrophotometer (Thermo Fischer
Scientific, Hudson, EUA). O experimento foi realizado em, no minimo, trés
repeticdes e em duplicata em cada repeticao.

A curva padrao foi obtida usando concentragées de 0,1 a 3,5 mM de p-
NPP, em substituicdo ao extrato livre de células, e a reacao foi conduzida

conforme descrito anteriormente.

3.5.2. Zimografia para avaliagao da atividade lipolitica

Os sobrenadantes livres de células de cada isolado de P. fluorescens
foram submetidos a eletroforese em condi¢cbées desnaturantes com o objetivo de
visualizar, em gel, a atividade de enzimas lipoliticas e estimar seus tamanhos.

Géis de separacao 12% e géis de concentragéo 5% foram preparados e
polimerizados quimicamente pela adicdo de 0,025% (v/v) de tetrametileno
diamina (TEMED) e 0,05% (p/v) de persulfato de aménio. Ap6s a polimerizagao,
a eletroforese foi realizada utilizando tampao de corrida Tris-Glicina 1X pH 8,8
(LAEMMLI, 1970) .

Aliquotas de 15 pyL dos sobrenadantes livres de células e 15 pL de
tampao de amostra 4X foram transferidas para microtubos de 0,5 mL. As
amostras foram fervidas a 100 °C por 10 min e aplicadas nos géis. Foi aplicado
5 uL do marcador (BioRad, Hercules, EUA). A reacdo de eletroforese foi
conduzida a 60 V por 20 min para empilhamento das enzimas e 80 V por2 h e
30 min para separacgao das fases proteicas.

Os géis foram submetidos a etapa de renaturagéo, conforme descrito no
item 3.8. Apds a etapa de renaturacao, os géis foram cobertos com o substrato
fluorescente metilumbeliferil-butirato de etila (0,01 M em dimetil formamida), para
deteccao da atividade lipolitica utilizando luz ultravioleta com comprimento de
onda de 365 nm para visualizagdo de bandas fluorescentes, conforme Dufour et
al. (2008).

Imagens dos géis foram capturadas e submetidas a analise pelo
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software ImagedJ, gerando histogramas para deteccdo de picos referentes as
bandas correspondentes a atividade da protease sobre o substrato adicionado
no gel (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

O experimento foi realizado em, no minimo, trés repeticbes e em

duplicata em cada repeticao.

3.6. Quantificacao da atividade proteolitica e lipolitica intracelular

Para determinar as atividades proteolitica e lipolitica intracelular dos
isolados de P. fluorescens cultivados na presenca e na auséncia de nisina,
aliquotas de 1 mL de leite integral reconstituido a 10% e inoculadas com P.
fluorescens foram coletadas nos tempos 0 h, 24 h e 48 h, transferidas para
microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e as células coletadas foram lavadas duas vezes com solucéao salina
0,85% e centrifugadas a 10.000 g por 10 min. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em solugcéao salina 0,85 % e as amostras foram transferidas
foram para microtubos Lysing Matrix B tubes (MP Biomedicals, Santa Ana, EUA)
contendo esferas de silica de 0,1 mm. As amostras foram submetidas a agitacéao
em vortex por 30 s para rompimento das células e, em seguida, foram novamente
centrifugadas a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e utilizado para
quantificacao das atividades proteolitica e lipolitica, conforme item 3.4.1 e 3.5.1.

O experimento foi realizado em, no minimo, trés repeticbes e em

duplicada em cada repeticao.

3.7. Quantificacao da atividade proteolitica no sobrenadante livre de
células a adicionado de nisina

Os trés isolados de P. fluorescens foram cultivados em leite integral
reconstituido 10% (p/v), sem a adicado de nisina, por até 48 h e, nos tempo 0 h,
24 h e 48 h foram coletadas aliquotas para analise. Nisina, na concentragéao de
400 AU/mL foi adicionada nas amostras e a quantificacao espectrofotométrica
para determinacao das atividades proteoliticas foi feita, conforme descrito no
item 3.4.1.
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3.8. Quantificagao da atividade lipolitica de P. fluorescens cultivada
na auséncia de nisina

P. fluorescens L211, L213 e L214 foram cultivadas em leite integral
reconstituido 10% (p/v) e, nos tempo 0 h, 24 h e 48 h foram coletadas aliquotas
para analise, e em seguida foi adicionada nisina (400 AU/mL) nas amostras e a

quantificacao espectrofotométrica foi feita, conforme descrito no item 3.5.1.

3.9. Extracao e purificagao de RNA total

Os isolados de P. fluorescens 1211, L213 e L214 foram cultivados
conforme item 3.3 por até 48 h e aliquotas de 1 mL foram coletadas nos tempos
0 h, 24 h e 48 h. Estas aliquotas foram centrifugadas a 10.000 g por 15 min a6
°C e os sobrenadantes, juntamente com a gordura do leite, foram descartados.
Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em solugcéo de PBS (pH 7,2)
EDTA 0,5 mM preparados com agua padrao biologia molecular tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC) 0,1%. Em seguida as células foram ressuspendidas em
500 pL de PBS-EDTA e centrifugadas a 10.000 g por 10 min a 6 °C (MURA et
al., 2013).

As células foram ressuspendidas em 1 mL de QIAzol Lisys Reagent
(Qiagen, Maryland, EUA), agitadas por 30 s em vortex e centrifugadas a 12.000
g por 10 min. As fases de coloragao rosa clara foram coletadas e transferidas
para novos tubos e novamente foram agitadas por 30 s em vortex. Em seguida,
as amostras ficaram em repouso por 5 min a temperatura ambiente para lise das
células. Foram adicionados 300 pL de cloroférmio gelado, seguido de agitagcéao
vigorosa por 15 s e foram deixadas em repouso por 2 min a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min
sob temperatura de 4 °C para separacgao das fases hidrofilicas e hidrofébicas.

As fases hidrofilicas, contendo o RNA, foram transferidas para microtubos
de 1,5 mL onde foram adicionados 600 puL de isopropanol gelado e
homogeneizado para mistura completa do reagente. As amostras foram
incubadas por 10 min a temperatura ambiente para precipitacdo do RNA e
centrifugadas a 12.000 g, por 10 min 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 1
mL de etanol 75% (v/v) gelado foi adicionado ao microtubo, seguido de

homogeneizacdo em voértex e centrifugacéo a 7.500 g, por 10 min a 4 °C. O
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sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado foi deixado secar ao ar para
evaporacgao do etanol. Posteriormente, o RNA extraido foi ressuspendido em 30
ML de agua Milli-Q® - DEPC. A concentragéo de RNA total foi estimada por leitura
em espectrofotdbmetro Nanodrop™ 2000C Spectrophotometer (Thermo Fischer
Scientific, Hudson, EUA) a 230 nm, 260 nm e 280 nm para calculo das razdes.
A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese aplicando 1 pL da amostra de
RNA extraido em gel de agarose 0,8% (p/v). A eliminagdo do DNA contaminante
na amostra foi feita por tratamento com RQ1 DNase livre de RNase (Promega
Madison, EUA), de acordo com as recomendacées do fabricante. O experimento

foi realizado em, no minimo, trés repeticoes.

3.10. Analise estatistica

O teste t foi usado para verificar a existéncia de diferenca estatistica
entre o tratamento com nisina € o grupo controle na analise crescimento
microbiano e das atividades enzimaticas. O nivel de significancia adotado foi de
5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito de nisina sobre o crescimento de P. fluorescens

Pseudomonas fluorescens cresceu em leite integral reconstituido a 10%
na presenca de 400 AU/mL de nisina, sob temperatura de 25 °C e nao foi
observado efeito inibitério desta bacteriocina (p>0,05) sobre o crescimento dos
trés isolados nas condi¢cdes estudadas (Figura 4). A auséncia de efeito inibidor
de nisina sobre P. fluorescens € em razéo de tratar-se de bactéria gram-negativa,
com presenga da membrana externa que atua como barreira e bloqueia a
passagem das moléculas de nisina, impedindo-as de atingirem a membrana
citoplasmatica (BREUKINK; DE KRUIJFF, 2006; VUKOMANOVIC et al., 2017).

A resisténcia de bactérias gram-negativas a nisina € registrada na
literatura. Prudéncio et al. (2015) demonstraram que 200 AU/mL de nisina,
adicionada em caldo BHI, ndo afetou o crescimento de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium cultivada em temperatura de 37 °C. Resultado similar foi
encontrado por Felipe (2016) ao verificar que nisina, na concentracao de 200
AU/mL, nao apresentou efeito sobre o crescimento de diferentes isolados de
Serratia liquefaciens cultivadas em meio BHI sob temperatura de 30 °C. Freitas
(2017) também observou que nisina nao foi capaz de inibir o crescimento de S.
flexneri cultivada em caldo BHI a 37 °C. A passagem da nisina pela membrana
externa de bactérias gram-negativas € fundamental para sua atividade
antibacteriana (BOZIARIS; ADAMS, 1999; HELANDER; MATTILA-SANDHOLM,
2000).
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Figura 4: Efeito de nisina sobre o crescimento de P. fluorescens L211 (a), L213
(b) e L214 (c) cultivadas em leite integral reconstituido a 10% (p/v) na presenca
e na auséncia de nisina nos tempos 0, 24 e 48 h. A populacao inicial foi de,
aproximadamente, 106 UFC/mL. O controle (m) foi feito adicionado tampao
fosfato (56 mM, pH 2,0) ao leite. Nisina (=) foi adicionada na concentracao de 400
AU/mL. Como observado no grafico, nisina ndo apresentou efeito sobre o
crescimento dos isolados de P. fluoresecens (p>0,05).

4.2. Efeito de nisina sobre a atividade proteolitica no sobrenadante
livre de células de P. fluorescens

Embora nao seja capaz de afetar o crescimento vegetativo de P.
fluorescens em leite integral reconstituido a 10%, a presenca de nisina reduziu
a atividade proteolitica deste deteriorador (Figura 5). O percentual de inibigéo da
atividade proteolitica de P. fluorescens L211 foi de cerca de 78% (p<0,05) em 24
h e de, aproximadamente, 60% (p<0,05) no tempo de 48 h de incubacgao (Figura
5a). Além disso, os resultados demonstram que P. fluorescens L211 foi o isolado
mais proteolitico entre os trés avaliados. Em 24 h, a atividade proteolitica dos
isolados L213 e L214 foi inibida em cerca de 90 e 92% (p<0,05),
respectivamente, e em 48 h, a inibicado foi em torno de 60 e 58% (p<0,05),

respectivamente (Figura Sb e 5c).
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Figura 5: Efeito da nisina sobre a atividade proteolitica de P. fluorescens L211
(@), L213 (b) e L214 (c) utilizando azocaseina como substrato por leitura de
absorbancia a 366 nm. As barras escuras (m - Controle) representam a atividade
proteolitica dos isolados na auséncia de nisina nos tempos de 24 h e 48 h de
incubacao . Na presenca de nisina (=) em concentracao de 400 AU/mL, em 24 h
de incubacado a 25 °C, o percentual de inibicao atividade proteolitica de P.
fluorescens L 211, L213 e L214 foi de em torno de 78%, 90% e 92%,
respectivamente (p<0,05), quando comparado com o grupo controle (m), em que
nisina foi feito substituida por tampao fosfato (5 mM, pH 2,0). Em 48 h, o
precentual de inibicao da atividade proteolitica dos isolados L211 e L213 foi de
aproximadamente 60%, enquanto o isolado L214 teve sua atividade proteolitica
inibida em aproximadamente 58%.

A menor atividade das proteases de P. fluorescens na presencga de nisina
também foi detectada por zimografia (Figura 6). Na auséncia de nisina observa-
se bandas escuras nos géis nos tempos de incubacdo de 24 h e 48 h,
confirmando o potencial proteolitico destes isolados. Entretanto, a banda
verificada no tempo de 24 h do cultivo na presenca de nisina demonstra a
reducao da atividade proteolitica do isolado L211 (Figura 6a). No zimograma,
nao foram observadas bandas representativas da atividade proteolitica nos
sobrenadantes dos isolados L213 e L214 tratados com nisina no periodo de 24

h de incubacéao (Figura 6d e 69).
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Figura 6: Analise do perfil de proteases produzidas por P. fluorescens L211 (a,
bec), L213 (d, e ef) e L214 (g, h e i) a partir de zimografia. Padrées similares
foram encontrados para os isolados L213 e L214. Imagem dos histogramas
geradas utilizando o soffware Imaged. a) Zimografia em gel de poliacrilamida
12% utilizando azocaseina como substrado para deteccdo da atividade
enzimatica. Observa-se a atividade de proteases de P. fluorescens, com massa
molecular de, aproximadamente, 49 kDa, em leite integral reconstituido a 10%
na auséncia e na presenca de nisina (400 AU/mL). b) Histograma do tempo 24
h da atividade proteolitica de P. fluorescens L211 gerado a partir da imagem do
zimograma obtido comparando a intensidade das bandas apresentadas no gel
entre o controle e o tratamento com nisina. A inibicdo da atividade proteolitica
pode ser observada pela diferenca dos picos formados entre o controle e o
tratamento e c) Histograma do tempo 48 h da atividade proteolitica de P.
fluorescens L211 gerado a partir da imagem do zimograma comparando a
intensidade das bandas apresentadas no gel entre o controle e o tratamento com
nisina. d) Zimografia em gel de poliacrilamida 12% de P. fluorescens L213. e)
Histograma do tempo de 24 h da atividade proteolitica do isolado L213. f)
Histograma do tempo de 48 h da atividade proteolitica do isolado L213. g)
Zimografia em gel de poliacrilamida 12% de P. fluorescens L214. h) Histograma
do tempo de 24 h da atividade proteolitica do isolado L214. i) Histograma do
tempo de 48 h da atividade proteolitica do isolado L214.
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Os histogramas gerados permitem observar os picos das bandas
correspondentes a atividade da protease sobre a azocaseina adicionada ao gel.
As figuras 6b e 6¢ representam os histogramas referentes a atividade proteolitica
do isolado L211 nos tempos de 24 h e 48 h de incubacgao, respectivamente, no
tratamento controle, isto €, na auséncia de nisina, e na presenca de nisina. A
intensidade dos picos no tratamento controle, tanto no tempo 24 h quanto 48 h
€ maior do que nos tratamentos em que nisina foi adicionada, demonstrando que
ha inibicao da atividade proteolitica de P. fluorescens na presenca desta
bacteriocina. A detectacao da atividade proteolitica em 48 h no sobrenadante do
cultivo de todos os isolados, confirmam os resultados anteriores de que ha
reducéo da atividade inibitéria da nisina ao longo do tempo de incubacéo.

Nos géis é possivel observar uma unica banda referente a protease,
indicando que a AprX € a unica enzima detectavel secretada pelos isolados de
P. fluorescens. Alves et al. (2018) demonstraram que P. fluorescens 07A secreta
uma unica protease de, aproximadamente, 50 kDa e que a producao desta
enzima é influenciada pela temperatura, sendo a sintese diminuida com a
reducao da temperatura. Os resultados de Dufour et al. (2008), Mu, Du, e Bai
(2009) e Zhang et al. (2009) também demonstraram a sintese e secrecéao de
apenas uma protease por diferentes espécies de P. fluorescens. Entretanto,
outros autores detectaram que algumas espécies de P. fluorescens podem
produzir mais de uma protease, demonstrando uma grande diversidade dentro
da espécie (NICODEME et al., 2005; RAJMOHAN; DODD; WAITES, 2002).

A inibicdo da atividade de enzimas proteoliticas em micro-organismos
gram-negativos por nisina foi relatada por Felipe (2016), que observou reducgao
de, aproximadamente, 24% na atividade proteolitica de S. liquefasciens na
presenca de 200 AU/mL nisina ao final de 24 h de incubacéo sob temperatura
de 30 °C.

Foi avaliado ainda, o efeito inibitério de nisina sobre a atividade das
proteases de P. fluorescens ap6s a secrecao destas para o meio externo (Tabela
1). A atividade proteolitica ndo foi inibida ap6s a adigdo de nisina ao
sobrenadante obtido apds o crescimento bacteriano (p>0,05). Este resultado
indica que nisina nao atua sobre a atividade das proteases apés estas terem sido
sintetizadas e secretadas, sugerindo que o mecanismo de acao da bacteriocina
sobre a atividade proteolitica seja na regulacado génica, na sintese da protease
ou na inibicao da secregao desta .
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Tabela 1: Atividade proteolitica de P. fluorescens L211, L213 e L214 avaliada no
sobrenadante de cultivo em leite integral reconstituido a 10%, adicionado de
400AU/mL nisina, quantificada utilizando azocaseina como substrato por leitura
de absorbancia a 366 nm.

Absorbéncia (366 nm)

Isolado Controle Tratamento
24 h 48 h 24 h 48 h
L211 1,549 1,534 1,615 1,677
L213 1,223 1,335 1,358 1,362
L214 1,467 1,500 1,503 1,553

4.3. Efeito de nisina sobre a atividade proteolitica intracelular de P.

fluorescens

A atividade proteolitica intracelular foi avaliada utilizando azocaseina
como substrato. Entretando, nao foi possivel detectar atividade proteolitica no
extrato de células pela metodologia utilizada. E possivel que a técnica utilizada
nao seja sensivel o suficiente para detectar a atividade em concentragdes
intracelulares de proteases ou que estas enzimas nao se acumulem no interior

da célula, sendo secretadas a medida que o micro-organismo as sintetiza.

4.4. Efeito inibitério de nisina sobre a atividade lipolitica de P.

fluorescens

A atividade lipolitica de P. fluorescens foi avaliada na auséncia e na
presenca de nisina. Os resultados obtidos por quantificacao espectrofotométrica
mostraram que, quando nisina foi adicionada ao leite, o percentual de inibicao
da lipdlise foi de até 100% em um periodo de 24 h e de 92% durante 48 h.

Conforme observado na figura 7, na presenca de nisina, a atividade da
lipase secretada por P. fluorescens L211 foi inibida em 99,8% (p<0,05) em 24 h
(Figura 7a). A medida que o tempo de incubacao avanca, a inibicao da atividade
lipolitica reduz para 88,48% (p<0,05) em 48 h (Figura 7a). O isolado L213 teve
sua atividade lipolitica completamente inibida em 24 h e, em 48 h, a lipase teve
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9 % (p<0,05) de atividade quando comparada a atividade lipolitica na auséncia
de nisina (Figura 7b). O percentual de atividade lipolitica do isolado P.
fluorescens L214 foi de, aproximadamente, 3% e 9% durante 24 h e 48 h,
respectivamente. L214 foi o isolado com maior atividade lipolitica, detectada em
24 h de incubacao, na presenca de nisina. Por outro lado, a maior atividade
lipolitica no periodo de 48 h foi detectada no isolado P. fluorescens L211.

A atividade lipolitica de P. fluorescens também foi avaliada por zimografia.
Entretanto, nao foi possivel detectar a atividade lipolitica no gel contendo
metilumbeliferil buritato como substrato.

O efeito inibitério de nisina sobre a atividade das lipases de P. fluorescens
apos a secrecao destas (Tabela 2) também foi avaliado. Nao houve efeito initério
de nisina sobre a atividade lipolitica ap6s a adi¢cao de nisina no sobrenadante da
cultura de P. fluorescens (p>0,05). Desta forma, pode-se concluir que, assim
como na atividade proteolitica, nisina nao atua sobre as lipases apés a secregao,
sugerindo que o mecanismo de acao da bacteriocina sobre a atividade lipolitica
seja também na regulacdo génica, na sintese ou na inibicdo da secrecao da

lipase.
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Figura 7: Efeito da nisina sobre a atividade lipolitica de P. fluorescens L211 (a),
L213 (b) e L214 (C) quantificada utilizando p-Nitrofenil palmitato como substrato
por leitura de absorbancia a 410 nm. As barras escuras (m - Controle)
representam a atividade lipolitica dos isolados na auséncia de nisina por
periodos de 24 h e 48 h. Na presenca de nisina (=) em concentragao de 400
AU/mL, em 24 h de incubagao a 25 °C, a atividade lipolitica de P. fluorescens L
211 e L213 foi totalmente inibida (p<0,05), enquanto o percentual de inibicao da
atividade lipolitica do isolado L214 de aproximadamente 97% quando
comparado com o grupo controle (m) , em que nisina foi substituida por tampéao
fosfato (5 mM, pH 2,0). O percentual de inibicdo, em 48 h, dos isolados L211,
L213 e L214 foi de, aproximadamente, 89, 92 e 91%, respectivamente.

Nao foi encontrada na literatura nenhum relato sobre a inibicao da
atividade de lipases por nisina, o0 que nao permite a comparacao destes
resultados. Assim, este € o primeiro trabalho que demonstra o potencial de
inibicdo da nisina sobre a atividade lipolitica das enzimas produzidas por P.

fluorescens.
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Tabela 2: Atividade lipolitica de P. fluorescens L211, L213 e L214 apods a
secrecao das enzimas para o meio externo, avaliada logo depois da adigao de
400 AU/mL nisina na amostra de leite integral reconstituido a 10%, quantificada
utilizando azocaseina como substrato por leitura de absorbancia a 410 nm.

Absorbancia (410 nm)
Isolado Controle Tratamento
24 h 48 h 24 h 48 h
L211 1,411 1,484 1,551 1,538
L213 1,342 1,356 1,418 1,435
L214 1,337 1,315 1,344 1,383

4.5. Efeito de nisina sobre a atividade lipolitica intracelular de P.

fluorescens

A atividade lipolitica intracelular foi avaliada utilizando p-Nitrofenil
palmitato como substrato para a atividade das lipases. Entretando, nao foi
possivel detectar diferenca de atividade lipolitica no extrato intracelular obtido
de P. fluorescens cultivada na presenca e na auséncia de nisina pela

métodologia utilizada (dados ndo mostrados).

4.6. Extracao de RNA de P. fluorescens na auséncia e na presenc¢a

de nisina

A obtencao das amostras de RNA total purificadas a partir das culturas de
P. fluorescens cultivadas em leite, na presenca e na auséncia de nisina, foi
realizada com sucesso, mesmo o leite sendo considerado uma amostra
complexa por conter varios interferentes, como ions e gordura, que podem
dificultar a extracao do material genético das culturas.

As extragcoes de RNAs dos trés isolados de P. fluorescens nos tempos 0
h, 24 h e 48 h de incubagao foram realizadas em triplicata. As concentragées de
RNA, quantificadas em espectrofotémetro Nanodrop, variaram de acordo com o
tempo de incubacao, sendo as menores concentragdes obtidas nos tempos 0 h,
tanto no controle, na auséncia de nisina, quanto no tratamento na presenca de

nisina. Baixas concentragcées de RNA foram detectadas em Nanodrop mas, nao
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foram detectadas quando 1 pL da amostra foi aplicada em gel de agarose (Figura
8) na concentracao de 0,8 % (p/v), para avaliar a integridade do material
extraido.

L1211 L213
Cl ¢2 ¢3 T1 T2-.173.Cl1l C2 C3

a)

b) 1211
¢l ¢c2 ¢3 T1 T2 T3

m

1213 1214
T1 172 73 C1 Cc2 C3 T1 T2 T3

Figura 8: Amostras de RNA total obtidas a partir do crescimento de P.
fluorescens L211, L213 e L214 em..... visualizados em gel de agarose 0,8 %
(p/v). As amostras controle, de RNA extraido de P. fluorescens cultivada na
auséncia de nisina, estao representadas pela letra c. As amostras do tratamento,
referente ao RNA extraido de P. fluorescens cultivada na presenga de 400
AU/mL nisina, estao representados pela letra T. a) Amostras de RNA extraidas
no tempo 24 h. b) Amostras de RNA extraidas no tempo 48 h.

Estas amostras de RNA obtidas serao posteriormente usadas para
investigar por qRT-PCR o efeito do tratamento com nisina sobre a transcricao
dos genes que codificam a protease AprX, o gene lipA que codifica lipase e os
genes do sistema de transporte ABC: aprD, aprE e aprfF, dos isolados de P.
fluorescens.

E possivel que nisina possa agir alterando a expressdo génica de P.
fluorescens. Dados apresentados por Brogden (2005) indicaram que diferentes
peptideos catidnicos, além de serem capazes de interagir com a membrana
citoplasmatica dos micro-organismos e formar poros levando a célula a morte,
podem atravessar a membrana e regular a expressao génica, inibindo a

replicacéo, a transcricao do DNA, a traducdao do RNA e a sintese proteica e,
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também, inibir a atividade enzimatica. A acdo da nisina como regulador da
expressao génica foi considerada por Zhao et al. (2016), que mostraram que
esta bacteriocina foi capaz de controlar a expressdo de 601 genes em
Staphylococcus aureus inibindo ou induzindo a expressao destes. Dentre estes,
estdo genes relacionados a sintese de parede celular, formacao de biofilmes,
metabolismo de nucleotideos e proteinas relacionadas ao sistema de transporte
tipo ABC. Estas constatacbes podem sugerir que nisina seja capaz de atuar
como reguladora da expressao génica em outros micro-organimos e podem ser
evidéncias de que esta bacteriocina possa inibir, em algum momento, a
expressao de genes relacionados a atividade enzimatica de P. fluorescens.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se sugerir também
outros mecanismos de agéo da nisina sobre P. fluorescens. Como a membrana
externa de P. fluorescens atua como bloqueio a passagem de nisina e a impede
de chegar ao seu sitio alvo na membrana citoplasmatica, € provavel que a
bacteriocina ndo atravesse a membrana externa e nao consiga alcancar o interior
da célula. Se esta premissa for verdadeira, sugere-se que ocorra interacao de
nisina com proteinas da membrana externa que atuem no mecanismo de
transporte de enzimas do citoplasma da célula para o ambiente externo. Desta
forma, nisina poderia reduzir a secrecdo das enzimas avaliadas neste estudo.
Outra hipétese para explicar a agao de nisina sobre a atividade enzimatica em
P. fluorescens seria o reconhecimento da bacteriocina por proteinas receptoras
presente na membrana externa que desencadeariam uma série de reagbes que
levariam ao controle da expressao génica em nivel de transcricdo ou tradugao
do material genético. Além disso, pode-se hipotetizar que pequena quantidade
de nisina consigam atravessar a barreira da membrana externa, ser internalizada

e agir como reguladora transcricional ou inibidora da sintese proteica.
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5. CONCLUSAO

Nisina nao apresentou efeito sobre o crescimento de P. fluorescens nas
condi¢des testadas, confirmando que esta bacteriocina nao é efetiva sobre
micro-organismos gram-negativos. Entretanto, as atividades proteoliticas e
lipoliticas de P. fluorescens foram inibidas pela presenca de nisina e este é o
primeiro relato sobre o efeito inibitério de nisina em P. fluorescens. Apds serem
secretadas, a atividade hidrolitica das protease e lipase de P. fluorescens nao
foram afetadas por nisina.

O mecanismo utilizado por nisina para inibir a atividade enzimatica nao
estd esclarecido e sdo necessarios mais estudos para entender como a
bacteriocina inibe as atividade proteoliticas e lipoliticas em P. fluorescens. A
extracdo de RNA total foi realizada e, com material coletado, sera possivel
verificar se a nisina € capaz de interferir na transcricdo dos genes do operon
aprX-lipA.

Entender o mecanismo de acao de nisina sobre a atividade enzimatica
pode contribuir para a ampliacdo do uso da bacteriocina pela industria. Desta
forma, nisina podera ser utilizada como estratégia inibir a deterioracdo de

alimentos quando esta estiver relacionada com a atividade enzimatica.
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