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Resumo

PASSOS, Tathiane Ferroni. Efeito de pH e solutos na atividade antimicrobiana de
ramnolipideos frente a bactérias de importancia alimentar. 2023. Tese (Doutorado em
Quimica) - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica - Instituto de Quimica de Sao
Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2023.

O numero de pessoas acometidas por Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar
(DTHA) vem crescendo anualmente, e a maioria dos casos tém sido relacionados com
agentes biolégicos, destacando-se as bactérias. Neste cenario, as propriedades
antimicrobianas de biossurfactantes (BS) vem sendo exploradas como alternativas
para o controle de contaminacfes em alimentos. Os ramnolipideos (RLs) sdo BS, que
demonstram estabilidade em uma ampla faixa de pH e concentracdo de eletrdlitos,
além de serem biodegradaveis e de baixa toxicidade, propriedades desejaveis para a
aplicacao em alimentos. Neste trabalho, avaliou-se o efeito da interacdo dos RLs com
NaCl (cloreto de sédio) e sacarose, em diferentes valores de pH, investigando sua
relacdo com a atividade antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes (ATCC
19112) e Escherichia coli (ATCC 25922) na forma planctbnica e em biofilmes.
Determinou-se as concentragdes inibitérias e bactericidas minimas (CIM e CBM), dos
RLs, RL-NaCl e RL-sacarose, em uma faixa de pH de 5,0 a 8,0, além de se avaliar o
crescimento microbiano na presenca de RLs, e sua atividade antibiofilme. Parametros
fisico-quimicos como Concentracdo Micelar Critica (CMC), e Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS) dos RLs também foram determinados nas diferentes condicbes de
trabalho. A atividade antimicrobiana dos RLs foi dependente do valor de pH, e a adi¢édo
de NaCl e sacarose resultou em um aumento significativo da sua eficacia. O RL
apresentou atividade antimicrobiana frente a L. monocytogenes apenas em pH 5,0,
com CBM de 78,1 mg/L. Entretanto, a presenca dos solutos ampliou a faixa de pH em
gue os RLs atuam, em especial quando combinados com NaCl, com CBM de 156,2
mg/L e 1250,0 mg/L para pH 7,0 e 8,0, respectivamente. Além disso, a associa¢do do
RL com os solutos resultou na maior remocao de biofilmes, observando-se reducéo
na populacéo bacteriana em torno de 5 logs na presenca de 5% do sal e 3 logs com
50% de acucar. A adicdo de 5% de NaCl também contribuiu para a acéo inibitoria dos
RLs frente a E. coli, observando-se valores de CIM entre 19,5 mg/L (pH 5,0) e 156,2
mg/L (pH 8,0), revelando-se um efeito bacteriostatico em células planctonicas. A



presenca dos solutos promoveu alteracdes no tamanho dos agregados micelares de
RLs, principalmente em pH 7,0 e 8,0, sendo este efeito mais expressivo para a adi¢cao
do sal. Adicionalmente, a reducéo nos valores de CMC na presenca de 5% de NaCl,
de 94,2 mg/L para 16,0 mg/L em pH 7,0 e de 121,4 mg/L para 15,5 mg/L em pH 8,0
sugere relacdo entre a agregacdo micelar e a atividade antimicrobiana dos RLs. Os
resultados obtidos indicam que os RLs apresentam potencial promissor visando o

controle de patdgenos na industria de alimentos.

Palavras-chave; Biossurfactante. Atividade antimicrobiana. Patégenos de origem
alimentar. Aditivos alimentares. Ramnolipideo.



Abstract

PASSOS, Tathiane Ferroni. Effect of pH and solutes on the antimicrobial activity of
rhamnolipids against bacteria of food importance. 2023. Thesis (Ph.D. in Chemistry) —
Graduate Program in Chemistry - Institute of Chemistry of Sdo Carlos, University of
Séo Paulo, S&o Carlos, 2023.

The number of people affected by Foodborne Diseases (FBD) has been growing
annually, and most cases have been related to biological agents, especially bacteria.
In this scenario, the antimicrobial properties of biosurfactants (BS) have been explored
as alternatives to control food contamination. Rhamnolipids (RLs) are BS that
demonstrate stability in a wide range of pH and electrolyte concentration, besides
being biodegradable and of low toxicity, desirable properties for application in food. In
this work, we evaluated the effect of the interaction of RLs with NaCl (sodium chloride)
and sucrose, on different pH values, investigating its relationship with antimicrobial
activity against Listeria monocytogenes (ATCC 19112) and Escherichia coli (ATCC
25922) in planktonic form and in biofilms. The minimum inhibitory and bactericidal
concentrations (MIC and MBC) of the RLs, RL-NaCl, and RL-sucrose, were
determined in a pH range of 5.0 to 8.0, in addition to evaluating microbial growth in the
presence of RLs, and their antibiofilm activity. Physical-chemical parameters such as
Critical Micellar Concentration (CMC) and Dynamic Light Scattering (DLS) of the RLs
were determined under different working conditions. The antimicrobial activity of the
RLs was dependent on the pH value, and the addition of NaCl and sucrose resulted in
a significant increase in their efficacy. The RL showed antimicrobial activity against L.
monocytogenes only at pH 5.0, with an MBC of 78.1 mg/L. However, the presence of
the solutes increased the pH range in which the RLs act, especially when combined
with NaCl, with MBC of 156.2 mg/L and 1250.0 mg/L at pH 7.0 and 8.0, respectively.
Furthermore, the association of RL with the solutes resulted in greater biofilm removal,
with a reduction in the bacterial population of around 5 logs in the presence of 5% of
salt and 3 logs with 50% of sugar. The addition of 5% NaCl also contributed to the
inhibitory action of RLs against E. coli, observing MIC values between 19.5 mg/L (pH
5.0) and 156.2 mg/L (pH 8.0), revealing a bacteriostatic effect on planktonic cells. The
presence of solutes promoted changes in the size of micellar aggregates of RLs,

mainly at pH 7.0 and 8.0, and such an effect was more expressive for the addition of



salt. In addition, a reduction in CMC was observed in the presence of 5 % NaCl, from
94.2 mg/L to 16.0 mg/L at pH 7.0 and from 121.4 mg/L to 15.5 mg/L at pH 8.0, which
suggests a relationship between micellar aggregation and antimicrobial activity of RLs.
The results obtained indicated that RLs were promising for controlling pathogens in the

food industry.

Key words; Biosurfactant. Antimicrobial activity. Foodborne pathogens. Food

additives. Rhamnolipid.
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1. Introducéo

No campo da saude publica, toxi-infeccbes sdo consideradas uma das
principais causas de morte em todo mundo. As Doencas de Transmissdo Hidrica e
Alimentar (DTHA) estdo entre as mais significativas, sendo relatados diversos tipos
de doencas ocasionadas por contaminacdes de origem alimentar. (1,2) Segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a cada ano as DTHA acometem
cerca de uma a cada 10 pessoas no mundo, acarretando aproximadamente 420 mil
mortes. (3)

As DTHA podem ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados por
microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos, virus e parasitas, sendo as
bactérias mais comumente relacionadas a este tipo de doencas. (4,5) Alguns desses
patbgenos sdo capazes de sobreviver em baixas temperaturas, permitindo
contaminagbes mesmo sob refrigeracdo, outros produzem enterotoxinas
termoestaveis, o que pode dificultar sua eliminacdo em alimentos. (6) Além disso,
muitas bactérias patogénicas veiculadas por alimentos, sdo capazes de formar
biofilmes, 0s quais apresentam maior resisténcia a antimicrobianos se comparados
com células plancténicas, o que também contribui para sua disseminacéo. (7) Dentre
as espécies relacionadas a DTHA, pode-se destacar Escherichia coli, Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, e Staphylococcus aureus. (4,6) A grande
diversidade e patogenia das bactérias causadoras de DTHA, impulsiona a busca por
novas estratégias que visem erradicar ou prevenir contaminacdes em alimentos.

Majoritariamente, os surfactantes disponiveis no mercado séo sintetizados a
partir do petrdleo ou de fontes ndo renovaveis. (8) Sdo moléculas anfifilicas que
apresentam uma porcdo hidrofébica e uma hidrofilica, o que lhes permite formar
emulsdes, facilitando a solubilizacdo de compostos hidrofébicos em agua, além de
exibirem propriedades tensoativas, sendo capazes de reduzir a tenséo interfacial e a
tensdo superficial. (9,10) Apesar da ampla gama de propriedades e aplicacbes, 0s
surfactantes sintéticos podem ser toxicos aos seres humanos e ao meio ambiente, o
que tem implicado buscas por compostos biodegradaveis. (9,11)

Os biossurfactantes (BS) tém emergido como alternativas ao uso dos
surfactantes sintéticos, uma vez que oferecem uma série de vantagens, incluindo alta
biodegradabilidade, baixa toxicidade, além de serem obtidos a partir de fontes
renovaveis. (12) Os ramnolipideos (RLs) sdo BS da classe dos glicolipideos,
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produzidos principalmente por bactérias do género Pseudomonas. Apresentam
estabilidade em extremos de pH e alta concentracdo de eletrélitos, elevado poder
emulsificante, baixa concentragdo micelar critica, 0 que os torna alvos de interesse
para uso como aditivos em medicamentos, cosméticos e em alimentos. (9,11,13)

Alguns estudos evidenciaram a atividade antimicrobiana dos RLs contra
diversos tipos de patdgenos alimentares, como bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas tanto na forma planctdnica como em biofilmes. (13-18) E apesar do
mecanismo de acdo dos RLs ainda nao ser completamente elucidado, sugere-se que
esteja relacionado a interacbes com a membrana. (19) A eficacia bactericida dos RLS,
mostrou-se dependente do valor de pH do meio, sendo favorecida em condi¢cdes
acidas principalmente contra bactérias Gram-positivas como S. aureus, L.
monocytogenes e Bacillus cereus. (15) Ademais, a for¢ca ibnica do meio também
parece interferir na acdo antimicrobiana dos RLs. A adicao de eletrdlitos em solucéo,
resultou em um aumento significativo da eficacia bactericida do BS contra S.aureus,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius, mais expressivamente em valores de pH
neutro e alcalino. (15,20)

Sabe-se que o sal (NaCl) e o acucar (sacarose), sao aditivos comuns em
alimentos, que além do aspecto sensorial, podem estar relacionados com o controle
do crescimento microbioldgico. (21) Apesar da importancia da concentracdo de
solutos, como NaCl e sacarose, e do valor de pH para o desenvolvimento bacteriano,
pouco se conhece sobre a influéncia da combinacéo destes fatores na acdo dos RLs.
Desta forma, o presente trabalho buscou avaliar o efeito da presenca de NaCl ou
sacarose sob diferentes valores de pH na atividade antibacteriana dos RLs em células
planctbnicas e biofilmes de bactérias de importancia alimentar, de modo a contribuir
para o desenvolvimento de novas estratégias, visando garantir a seguranca

microbiolégica de alimentos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a interacdo do ramnolipideo (RL) quando combinado com NaCl e
sacarose (RL-NaCl e RL-sacarose), em diferentes valores de pH, e investigar sua
relagdo com atividade antimicrobiana frente a bactérias de importancia alimentar,

tanto na forma planctonica como em biofilmes.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os valores das concentracdes inibitérias e bactericidas
minimas dos RLs, RL-NaCl e RL-sacarose em diferentes valores de pH;

e Avaliar o crescimento das bactérias na presenca dos RLs nas diferentes
condicBes de pH e presenca de solutos;

e Avaliar a inibicdo e erradicacdo de biofilmes bacterianos pela acéo de
RLs, RL- NaCl e RL- sacarose;

e Determinar a Concentracdo Micelar Critica (CMC), tamanho e
distribuicdo de agregados moleculares de RL formados nas diferentes
condicles testadas;

e Visualizar os agregados de RLs formados por microscopia de
fluorescéncia;

e Verificar a interacdo das células bacterianas com os agregados de RLs

por microscopia confocal.
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3. Reviséo bibliografica

3.1Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) — Desafios que

ainda persistem

Contaminacdes por DTHA podem se iniciar em qualquer estagio da cadeia de
producdo, distribuicdo, até o consumo dos alimentos, tendo como origem diversos
tipos de contaminacdo ambiental, como poluicdo de &guas, solo, ar, assim como
armazenamento e processamento incorretos. (3)

InfeccBes causadas pela ingestdo de alimentos contaminados sédo de grande
importancia para a saude publica global, uma vez que apresentam potencial para
evoluir para infec¢Bes generalizadas, o que pode acarretar mortes prematuras além
de gerar alto impacto econdmico para as industrias de alimentos. (22,23) Os sintomas
mais comuns de DTHA sdo gastrointestinais, embora também possam conduzir
problemas neurolégicos, ginecoldgicos e imunoldgicos. Casos mais severos tendem
a ocorrer em idosos e criangas menores de 5 anos, em pessoas com sistema imune
comprometido, e em gestantes. (6) Segundo dados da OMS, cerca de 33 milhdes de
pessoas morrem por ano devido as DTHA no mundo. (3) No Brasil entre os anos 2019
e 2021 foram registrados 1.331 surtos, 0s quais acometeram 37.065 pessoas, das
quais 18.571 adoeceram e 17 morreram. (24)

Nas ultimas décadas, departamentos de saude vém intensificando a aplicacao
e regulamentacdo de normas relacionadas a seguranca alimentar, desde a producao
até a distribuicdo dos alimentos ao redor do mundo, incluindo a United States
Environmental Protection Agency (EPA), a qual publicou diversos guias de prevencgao
contra DTHA. Apesar dos esforgos, continuam-se observando altas taxas de surtos
caracterizados pela ocorréncia de dois ou mais casos similares resultantes da
ingestdo de um alimento em comum. (1,6)

Alguns fatores que contribuem para a ocorréncia de DTHA séo, a producéo em
larga escala e ampla distribuicdo dos alimentos, globalizacdo de suplementos
alimentares, crescimento populacional, alimentagcédo fora de casa, higiene precaria,
emergéncia de novos patdgenos e mutacdes, e o aumento da resisténcia bacteriana
a antimicrobianos convencionais. (1,14)

Os patogenos de origem alimentar, como virus, parasitas e bactérias sao

considerados agentes bioldgicos que podem causar DTHA. Estas podem ocorrer
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guando um desses patdégenos € ingerido por meio do alimento, se estabelece e se
multiplica no organismo hospedeiro, ou quando o alimento ingerido contém toxinas
produzidas por esses microrganismos. Casos de infecgbes, envolvem mais tempo
entre a ingestdo do alimento e o aparecimento dos sintomas, uma vez que €
necessario um periodo de incubac&o do microrganismo. (6)

Bactérias sdo a causa mais comum de DTHA e devido a grande variabilidade,
sua erradicacdo na industria de alimentos é dificultada. Dentre as espécies
comumente envolvidas em casos de DTHA destacam-se Escherichia coli, Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, e Staphylococcus aureus. (6)

E. coli é uma bactéria Gram-negativa que compreende um diverso grupo de
linhagens, algumas sao inofensivas, constituintes normais da microbiota humana, nao
apresentando riscos a saude, outras podem adquirir fatores de viruléncia
possibilitando a invasdo e infeccdo em humanos e outros animais. (25) Além disso,
algumas linhagens podem produzir toxinas, o que as torna patogénicas para 0s seres
humanos. As variantes patogénicas de E. coli estdo relacionadas principalmente com
doencas do trato gastrointestinal, e apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade, sendo uma das principais fontes de preocupacédo para a saude publica,
uma vez que uma populacdo pequena do microrganismo pode causar infeccdes. (26)
No Brasil, segundo a norma n° 60 de 23 de dezembro de 2019 publicada pelo
ministério da saude em conjunto com a agéncia nacional de vigilancia sanitaria, o
padréo microbiolégico aceitavel para E. coli € de 10 UFC/g em carnes bovinas, suinas
e outras. (27)

E. coli € uma das principais causas de DTHA ao redor do mundo, afetando
todas as faixas etarias, em paises desenvolvidos e em paises subdesenvolvidos. (25)
Dados do Ministério da saude, apontam que 35,7% dos casos de DTHA reportados
entre 0s anos 2016 e 2019 no Brasil foram causados por E. coli. (24) Causas da
doenca podem estar relacionadas com um saneamento basico precério, assim com a
ocorréncia de contaminac¢des cruzadas ao longo da cadeia produtiva dos alimentos,
sendo mencionados casos de contaminacdo mais frequentes em leite, queijos e
carnes. (4,25)

L. monocytogenes € o patdgeno de maior importancia de alimentos, € uma
bactéria Gram-positiva, e aléem de estar relacionada com grande parte dos casos de
contaminagao por alimentos apresenta elevada taxa de mortalidade por DTHA. Esta

bactéria tem sido isolada de alimentos de origem animal e vegetal, crus e
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processados, sendo carne e derivados de leite 0s mais comuns; e sua ocorréncia em
alimentos prontos para o consumo tem alertado o setor alimenticio. (28,29) A EFSA
(European Food Safety Authority) apontou risco de contaminagdo por L.
monocytogenes em frutas e vegetais congelados, podendo atingir um nivel
insatisfatorio (100 UFC/g) de contaminacéo no alimento apds 48 horas de estocagem.
(28)

L. monocytogenes pode sobreviver em ampla faixa de temperatura (0-45 °C),
concentracédo salina (10%), e pH (4,4-9,4), além de ser capaz de se aderir a diferentes
tipos de superficies, o que a torna um patdgeno dificil de eliminar. E capaz de se
multiplicar em ambientes frios, como geladeiras, e em tubulacfes, e uma vez que a
bactéria se instala em uma industria, pode permanecer no ambiente por anos, vindo
a contaminar os produtos alimenticios ali produzidos. Ademais, essa espécie €
responsavel por ocasionar uma doenca conhecida como Listeriose, causada pela
ingestao de alimentos contaminados. Apesar de ser uma doencarara, (0,1 a 10 casos
por milh&o), apresenta alta taxa de mortalidade (20-30%). (28—-30) Além disso, foram
encontradas linhagens de L. monocytogenes resistentes a tratamentos
antimicrobianos convencionais, como penicilina, tetraciclina, oxacilina, e clindamicina,
e sua presenca em alimentos representa um problema para saude publica e
economia. (28)

Infec¢des causadas por bactérias podem ainda ser agravadas pelo fato de que
a maioria destes patdégenos sdo capazes de formar biofilmes. Biofilmes sédo
caracterizados por um grupo ordenado de microrganismos vivendo em comunidade,
envoltos por uma matriz extracelular polimérica. A formacdo do biofilme ocorre em
vérias etapas, que envolvem a transi¢do da bactéria de sua forma livre, planctonica,
para a forma séssil. O processo de formacédo do biofilme pode ser influenciado por
condi¢cBes externas, como pH, forca ibnica e temperatura. Durante a fase inicial, os
microrganismos se ligam fracamente e de forma reversivel as superficies. As células
aderidas passam entdo a se multiplicar e a se agregar formando micro colbnias. A
formacdo da matriz extracelular auxilia na maturacdo do biofilme, estabilizando a
estrutura e mantendo as células agregadas. Um biofilme maduro pode ser composto
por trés camadas, no qual a camada externa contém células plancténicas prontas para
sair do biofilme, deste modo, pode ocorrer uma nova dispersdo dos microrganismos

iniciando um novo ciclo (Figura 1). (31)
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Figura 1: Etapas de desenvolvimento e formacéo de biofilmes bacterianos.
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Fonte: Adaptado de Chatzipanagiotou et al. (32)

O estilo de vida do biofilme resulta em caracteristicas diferentes daquelas da
existéncia planctbnica, como alteracdes na taxa de crescimento e atividade
metabdlica, o que fornece a bactéria propriedades que permitem sua sobrevivéncia
em ambientes desfavoraveis, facilitando o bloqueio ou prevencdo do acesso de
agentes bactericidas em sua estrutura interna, protecao contra as préprias defesas do
hospedeiro, além do aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos. A matriz
polimérica produzida pelas bactérias atua como uma barreira, o que facilita o
espalhamento de infeccdes. (14,31,32)

Nutrientes advindos de residuos de alimentos combinados com condi¢cbes
ambientais favoraveis, aumentam as chances de crescimento de microrganismos em
superficies. (16) Os biofilmes bacterianos sdo capazes de se desenvolver em
diferentes tipos de materiais e superficies, e uma vez aderidos, podem contaminar os
produtos alimenticios que entrarem em contato (contaminacdo cruzada),
apresentando resisténcia a agentes sanitizantes, o que tende a dificultar o processo
de erradicacdo da contaminacao na industria. (7,28)

Os veiculos alimentares implicados em DTHA sdo em sua maioria de origem
animal, em particular ovos e carne de porco, carne de frango, queijo, peixes e produtos
a base de peixes, leite e derivados, carne bovina e crustaceos (33). Para preservar os
alimentos de contaminagdes por microrganismos, industrias alimenticias fazem o uso
de diversos processos, incluindo pasteurizagao, refrigeracao, reducao de Oz por meio
de embalagens a vacuo, adicdo de conservantes, entre outros. (1)

Com relacdo a adicdo de conservantes, tem-se investido cada vez mais em
compostos de origem natural, o que tem se refletido na tendéncia de substituicdo dos

surfactantes sintéticos por biossurfactantes (BS). (9)
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3.2Agentes tensoativos

3.2.1 Surfactantes

O primeiro relato da presenca de surfactantes no mundo foi registrado em
vestigios de sabdo observados em um sitio arqueolégico da Babildnia na
Mesopotamia em 2800 ac. A partir desta data, os surfactantes tém sido utilizados em
uma ampla gama de aplicacbes, em especial para formulacées de produtos de
limpeza e higiene pessoal, contribuindo para o desenvolvimento da civilizacdo
humana, atingindo marcas de producdo em torno de 20 milhdes de toneladas ao ano.
(19,34)

A palavra “surfactante” € uma contragdo da expressao “agente de superficie
ativa”, indicando que os surfactantes agem na superficie ou entre interfaces, mais
especificamente, apresentam propriedades tensoativas, atuando na reducdo da
tensdo superficial e tenséo interfacial. Este comportamento € observado devido a sua
estrutura molecular anfifilica, a qual € definida desta forma por conter ao menos um
dominio hidrofilico e um dominio hidrofébico. (9,19) Geralmente sdo compostos
organicos, e como apresentam uma regido apolar, muitas vezes composta por
hidrocarbonetos, e uma regido polar, ou ibnica, pode-se considerar que serdo solaveis
em ambos, solventes aquosos e organicos. (35) Ademais, esses compostos podem
auxiliar na solubilizacdo de moléculas hidrofébicas em meios aquosos por meio da
formacdo de emulsdes. (10) Frequentemente sdo representados conforme a Figura

2, apresentando uma “cabecga” polar e uma “cauda” apolar.
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Figura 2: Representacdo esquematica de um surfactante genérico, contendo dominio
hidrofébico, cauda apolar, geralmente composto por hidrocarbonetos, e dominio hidrofilico, cabeca
polar, a qual pode ser idnica.
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Fonte: do autor.

A depender das caracteristicas do seu grupo hidrofilico, os surfactantes podem
ser classificados em quatro tipos: surfactantes catibnicos, que apresentam grupos
com carga efetiva positiva, surfactantes anionicos, com carga efetiva negativa,
surfactantes zwitterionicos, que apresentam tanto carga positiva quanto carga
negativa e surfactantes ndo iénicos, 0s quais ndo possuem cargas efetivas. (36)

Moléculas anfifilicas no geral, e em particular alguns surfactantes, estédo
presentes na natureza, em organismos vivos, atuando em sistemas biolégicos, como
€ 0 caso dos sais biliares, importantes para a solubilizacdo de moléculas hidrofébicas
durante a digestéo, surfactantes pulmonares, que reduzem a tensao superficial entre
o ar e liquidos no pulméao, e os fosfolipideos, que constituem a membrana externa das
células, sendo estes apenas alguns exemplos de moléculas anfifilicas naturais. (19)

Atualmente, o uso comum de surfactantes pode trazer uma falsa sensacao de
seguranca, porém € necessario redobrar a atencdo, principalmente quando se trata
de ambientes aquosos, uma vez que os surfactantes exibem considerada toxicidade
para organismos aquaticos, além de apresentarem certa toxicidade em humanos,
sendo relacionados com questdes dermatologicas, como reacdes alérgicas e
irritacdes na pele. (37) Além disso, os surfactantes utilizados industrialmente, séo
obtidos majoritariamente de recursos petroquimicos, e como sua producgdo parte de
meios muitas vezes nao renovaveis, ela tem sido associada com processos poluentes.
(8,19)
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Desta forma, buscas por compostos tensoativos ndo téxicos e obtidos de
recursos renovaveis vém sendo cada vez mais importantes para a substituicdo dos

surfactantes sintéticos.

3.2.2 Biossurfactantes

A definicdo de biossurfactantes é aplicada para moléculas que exibem
propriedades tensoativas, atuam na reducgao da tenséo superficial e tenséo interfacial,
obtidas a partir de seres vivos. Esse campo se divide em duas abordagens diferentes
de producéo. Na primeira, tem-se ainda uma abordagem quimica, na qual moléculas
hidrofébicas e hidrofilicas de origem biol6gica sdo quimicamente ligadas. O segundo
método de abordagem corresponde a bioldgica, no qual os BS sado extraidos de
plantas, produzidos por biocatélise, utilizando-se enzimas, ou obtidos a partir de
microrganismos. (19,38)

Uma projecdo do mercado de surfactantes, aponta para um faturamento de
66,4 bilhdes de ddlares em 2025, destes, apenas 4% sédo obtidos de biomassas, ou
seja, ndo contém carbono de origem féssil. (19) J& o mercado de BS aponta para um
valor bem menor, de aproximadamente 2520 milhdes de délares. (39) Fatores
econdmicos limitantes para a producéo de BS tem sido relacionados com altos custos
dos substratos, porém estudos apontam para o uso de residuos da industria de
refinaria de petréleo, glicerol, 6leos vegetais, residuos de 6leo de fritura e aguas
residuais de mandioca, para reducdo do investimento inicial. (40) Outras estratégias
gue podem tornar a producdo de BS mais atrativa economicamente, dizem respeito
ao melhoramento genético de linhagens, de modo a torna-las superprodutivas, além
de se investir na obten¢do simultdnea de BS e outras biomoléculas, como enzimas,
ou bioplasticos. (41)

O interesse na producgéo de BS comecgou em 1980 e tem crescido a cada ano,
principalmente por serem biodegradaveis e apresentarem baixa toxicidade
comparados aos surfactantes sintéticos, o que os torna mais compativeis com 0 meio
ambiente. Além disso, sdo estaveis em condi¢cdes extremas de pH, temperatura e
concentracéo salina e exibem atividade biologica. (9,11,42)

Para obtencédo de BS microbianos, geralmente é necessario utilizar um meio
de cultura rico em acucar além do acréscimo de algum tipo de Oleo vegetal, para que

0 microrganismo cres¢a em um substrato com certa hidrofobicidade. A fonte de
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carbono influencia diretamente na producdo dos BS, podendo alterar o tipo de
molécula obtida, quantidade e qualidade do produto. Os BS s&o obtidos
majoritariamente como metabdlitos secundarios, geralmente produzidos em
superficies de células microbianas ou excretados para o meio extracelular. (42) Sabe-
se que os BS desempenham papéis importantes para oS microrganismos que 0S
produzem, principalmente devido ao acesso a substratos hidrofébicos por meio de sua
solubilizagdo. Ademais, os BS podem atuar como auxiliares de motilidade,
participando no processo de adesao e liberacdo de superficies, o que contribui para a
colonizacédo e estabilizacdo de biofilmes bacterianos, além de apresentarem acéo
antimicrobiana, o que contribui para a inibicdo do crescimento de microrganismos de
outras espécies. Ainda, as moléculas de BS produzidas podem atuar como fonte de
carbono e energia. (43)

Os BS podem ser utilizados como aditivos na industria farmacéutica, para
producdo de cosméticos, na biorremediacao de poluentes e na industria de alimentos.
(9) Nesta ultima, eles podem ser inseridos de duas maneiras: utilizacdo indireta para
o tratamento e limpeza de superficies que entrardo em contato com o alimento, e uso
direto como aditivos ou ingredientes. (44) Como agentes de limpeza, os BS sao
excelentes aliados para a desinfeccdo de superficies e eliminacdo de possiveis
contamina¢des microbianas, atuando contra bactérias na forma plancténica, e em
biofilmes, impedindo a adesdo de células, além de atuarem em biofilmes
estabelecidos. De acordo com a EFSA, aditivos alimentares sdo substancias
adicionadas ao alimento intencionalmente para realizar determinada funcdo. Podem
ser caracterizados como conservantes, aditivos nutricionais, agentes aromatizantes,
agentes de coloracédo, agentes de texturizagdo, entre outros. As principais aplicacoes
dos BS na industria de alimentos sdo como conservantes, agindo como agentes
antimicrobianos e antioxidantes, aumentando o tempo de prateleira dos alimentos,
além de atuarem como emulsificantes, estabilizando emulsées e melhorando a
consisténcia e textura principalmente de massas. (41)

Apesar da ampla gama de aplica¢des, os BS ainda ndo séo utilizados em larga
escala no processamento de alimentos, e isto se deve provavelmente aos processos
regulatérios requeridos para a aprovacao de novos ingredientes alimenticios, exigidos
por agéncias governamentais. Além disso, para o uso em alimentos, apenas BS
obtidos de Lactobacillus ou leveduras tendem a ser aceitos, devido a maior seguranga

agregada a baixa patogenicidade destes géneros. No entanto, um nimero crescente
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de patentes tem sido emitido para BS reivindicando seu uso como aditivos para
alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. (45)

Os BS exibem em sua maioria, uma variedade de estruturas quimicas, o que
leva a ampla gama de propriedades observadas. A classificagdo dos BS microbianos
leva em consideracéo essa diversidade de estruturas, propriedades exibidas e origem,
além da carga. As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e particulados.
A maioria dos BS sao neutros ou anidnicos, o dominio hidrofébico geralmente é
composto por acidos graxos de cadeia longa e o dominio hidrofilico pode ser formado
por carboidratos, aminoacidos, fosfatos, entre outros. (46,47)

Os glicolipideos sé&o a classe de BS mais comumente isolados e estudados. (9)
Séo considerados BS de baixo peso molecular, geralmente sdo mais efetivos na
reducdo da tensdo superficial e interfacial, e podem ser sintetizados a partir de
residuos industriais, principalmente residuos de 6leos de cozinha. (43,48) A estrutura
dos glicolipideos é composta por carboidratos em combinagcédo com &cidos graxos de
cadeia longa. A molécula geral varia de acordo com a natureza do carboidrato e das
fracOes lipidicas sendo divididos em ramnolipideos, lipideos de trealose, lipideos de

manosileritritol (MELS), lipideos de celobiose e soforolipideos. (49)

3.2.2.1 Ramnolipideos

Ramnolipideos (RLs) sdo BS de carater anibnico, que apresentam alta
afinidade por moléculas hidrofobicas. S&o pertencentes a classe dos glicolipideos, e
podem ser obtidos de diferentes espécies de bactérias. A espécie Pseudomonas
aeruginosa é considerada a produtora primaria de RLs, uma vez que a maioria dos
homélogos descobertos até o0 momento foram obtidos a partir deste microrganismo.
Porém, especialmente nos ultimos anos, foram descobertas outras espécies de
bactérias capazes de produzir RLs, como Burkholderia pseudomallei, B. thailandensis
entre outras. (50,51)

Os RLs séo sintetizados como uma mistura de homoélogos, majoritariamente
composta por mono-ramnolipideos, que contém uma unidade de ramnose ligada a
duas moléculas do acido B-hidroxidecandico, e di-ramnolipideos, nos quais duas
unidades de ramnose sdo ligadas a duas moléculas do acido B-hidroxidecandico

(Figura 3). (9,51) Uma variedade de estruturas tem sido encontradas em relagéo ao
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comprimento da cadeia carbdnica do dominio hidrofébico, além da presenca de
insaturacdes, e de alguns grupos funcionais, no entanto essas variantes sao
identificadas em menor quantidade em misturas de RLs. (48,51)

Bergstrom e colaboradores descobriram os RLs em 1946, quando reportaram
a producéao de um glicolipideo oleoso, obtido da bactéria P. aeruginosa, cultivada em
glicose. A partir deste, aproximadamente 60 homdlogos ou congéneres de
ramnolipideos foram descobertos em diferentes espécies de Pseudomonas e outras
bactérias, até o ano de 2010. (50) E mais recentemente entre 2010 e 2017, um

adicional de 53 novos homologos também foram caracterizados. (52)

Figura 3: Estrutura quimica dos principais homoélogos dos ramnolipideos. (A) Mono-
ramnolipideo Rha-Cio-Cio0 € (B) di-ramnolipideo Rha-Rha-Cio-Cio.
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Fonte: Adaptado de Pornsunthorntawee; Chavadej; Rujiravanit. (53)

Estruturalmente, os RLs fazem parte de um grupo bastante diverso de BS, o
que possibilita uma ampla gama de propriedades, além disso, a presenca de
diferentes homologos tende a aumentar sua especificidade. Sao agentes tensoativos
capazes de reduzir a tenséo superficial da agua (72 mN/m) para valores em torno de
30 mN/m, e a tenséo interfacial entre agua e 6leo para valores abaixo de 1 mN/m. (54)
Além disso, sdo capazes de manter suas propriedades fisico-quimicas, mesmo em
condicdes extremas de pH e concentracdo de eletrélitos. Pirdllo, et al. (55),
demonstraram estabilidade dos RLs em uma ampla faixa de pH (entre 5,0 e 10,0) e
em concentracao de NaCl entre 3 e 5% (m/v). Além disso, de acordo com a EPA, os
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ramnolipideos sdo considerados seguros para uso no controle de fungos em culturas
agricolas. (56) Estas propriedades fazem dos RLs potenciais alvos de interesse para
industrias, como farmacéuticas e de cosméticos, para agricultura, biorremediacéo de

poluentes, e no segmento de alimentos. (18,57)

3.2.3 A formacao de micelas

Assim como os surfactantes, os BS quando em baixa concentragdo em solucao
aguosa existem como mondémeros. Esses monémeros empacotam juntos na interface,
formando uma monocamada, onde contribuem para a reducéo da tensao superficial e
interfacial. Conforme a concentracdo de BS aumenta, a area disponivel na superficie
para adsorc¢ao diminui e 0s monémeros comegam a se acumular. No entanto, a cauda
hidrofébica das moléculas do BS tem solubilidade extremamente baixa em agua e a
cabeca hidrofilica tém solubilidade extremamente pequena em solventes apolares.
Consequentemente, acima de determinada concentracdo o efeito hidrofébico ir4
conduzir os mondmeros para formar agregados de forma a minimizar, tanto quanto
possivel, o contato entre seus grupos hidrofobicos e a agua. Esses agregados podem
existir em equilibrio com os monémeros dos BS. (58)

O processo de agregacdao € chamado de micelizacdo e os agregados sao
conhecidos como micelas. As micelas comecam a se formar de maneira distinta e
frequentemente em concentracdo baixa conhecida como Concentracdo Micelar
Critica (CMC), na qual tem-se o predominio de micelas em solucdo. Além disso, na
CMC tem-se uma condicdo Otima para as propriedades tensoativas, uma vez que a
monocamada de BS estd completa. Abaixo da CMC, as moléculas do BS estdo na
forma monomérica e a tenséo superficial reduz expressivamente com a adi¢do de BS
no meio (Figura 4A), o aumento na concentracdo do BS interfere diretamente na
formacao das micelas. (49,58)

Os BS séo capazes de formar uma variedade de microestruturas em solugéo,
como micelas com formatos esféricos, cilindricos, vesiculas esféricas ou irregulares,
bicamadas tubulares e lamelas (Figura 4B). A morfologia destes agregados é afetada
pela concentracdo do BS, pH, temperatura, concentracdo de eletrélitos no meio,
polaridade, entre outros. Todas essas estruturas sao dinamicas, ou seja, moléculas
de RLs estdo em constante movimento, entrando e saindo da microestrutura em uma

escala de tempo de microsegundos. A formacao de agregados moleculares tende a
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auxiliar a solubilizacdo de compostos (Figura 4C). Em meios aquosos o dominio
hidrofébico permanecera na parte interna do agregado, deste modo, a formacédo de
micelas podem aumentar a solubilidade de compostos organicos favorecendo a
formacao de emulsdes. (49,53,59)

Figura 4: O processo de micelizacao. (A) Tenséao superficial em funcéo da concentracéo do BS,
(B) Estruturas tipicas de micelas e (C) Micelas formadas em solventes aquosos e organicos.
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Fonte: (A e C) Adaptado de Ribeiro; Guerra; Sarubbo,(49) e (B) Adaptado de Farn. (58)

A estrutura molecular dos RLs € um dos principais fatores que podem alterar a
CMC. Algumas condicdes relacionadas com a reducdo da CMC sdo, aumento no
namero de carbonos na porcao hidrofébica, e adicdo de eletrdlitos como NaCl, e
condi¢cbes que levam ao aumento da CMC podem estar relacionadas com a presenca
de duplas liga¢gbes entre atomos de carbono, grupos polares na cauda hidrofébica (O
ou OH), aumento no pH de acidos fracos, entre outros. (58) Misturas de RLs contendo
maior quantidade de di-RL apresentaram valores de CMC menores do que aquelas
contendo mais mono-RL. Ademais, RLs contendo &cidos graxos com cadeias
insaturadas tendem a ter CMC maiores que 0s correspondentes com cadeias
saturadas, também ha relacdo entre a presenca de cadeias carbdnicas maiores e a
reducdo dos valores de CMC. (53) A CMC dos RLs depende da estrutura das
moléculas variando de 5 a 200 mg/L. (51,58)

Moléculas de RLs possuem grupos carboxilicos em sua porcao hidrofobica, o
gue as caracteriza como acidos fracos, que a depender do valor de pH podem se
apresentar na forma ionizada ou ndo. (60-62) A adicdo de eletrélitos no meio, pode
reduzir repulsdes eletrostaticas entre grupos ionizados dos RLs, o que pode favorecer
a formacao de agregados do BS mais organizados na interface (Figura 5A). (60,61,63)

A adicao de co-solutos, como a sacarose em solucdes aquosas também pode interferir
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na morfologia de agregados micelares de BS. Carboidratos apresentam carater
hidrofilico devido a presenca de varios grupos hidroxila (-OH), os quais podem realizar
ligacdes de hidrogénio com as moléculas do BS. (64) Além disso, de modo a reduzir
a energia, o grupo carboxilico tende a ocupar uma posicao lateral na molécula de RLs,

conforme apresentado na Figura 5B.

Figura 5: Esquema de possiveis conformacées para moléculas de RLs. (A) Formato assumido
quando na conformacdo de micelas apés adicdo de eletrélitos ao meio, como o NaCl e (B), Formato
assumido por mono e di-RLs de modo a minimizar energia.
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Fonte: (A) Adaptado de Lovaglio, et al. (9) e (B) Adaptado de Helvac, Peker e Ozdemir. (63)

3.2.4 Ramnolipideos como agentes antimicrobianos

Muitos trabalhos na literatura vém destacando as propriedades antimicrobianas
dos RLs. Quando realizada uma busca na plataforma Scopus, Elsevier, utilizando-se
as palavras-chave rhaminolipid e antimicrobial, foram encontrados 272 trabalhos
publicados entre os anos 2000 e 2022. O primeiro trabalho que reporta a atividade
antimicrobiana dos RLs remete ao ano de 1971, no qual Itoh, et al. (65), demonstraram
a eficacia de dois tipos de RLs produzidos por P. aeruginosa contra cepas de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Desde entédo, diferentes homdlogos de
RLs foram testados frente a amplo espectro de microrganismos, sendo a maioria dos
estudos desenvolvidos sobre bactérias na forma planctdnica. Alguns resultados
relevantes envolvendo os RLs neste sentido estdo apresentados no Quadro 1.

O mecanismo de a¢do dos RLs ainda ndo é completamente conhecido, porém,

supde-se que as membranas plasmaticas sao os principais alvos de dano celular por
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biossurfactantes. (66) Segundo Otzen, (67), a presenca de diferentes homdlogos de
RLs, assim como adaptacdo do microrganismo ao ambiente também podem interferir
na atividade antimicrobiana dos BS. Assim como, a atividade antimicrobiana dos BS
também pode estar relacionada com a formacdo de agregados micelares (59,67),
sendo estas dependentes do valor de pH e presenca de eletrdlitos no meio.

Estudos in vitro demonstraram que BS podem modular membranas
fosfolipidicas. Ao interagir com a membrana, a molécula de RL pode assumir um
formato semelhante a um cone, (Figura 6) permeabilizando a membrana em uma
proporcao RL:lipideos praticamente de 1:1, o que provavelmente resultard em

moderados defeitos na membrana, permitindo a passagem de pequenos solutos. (67)

Figura 6: Possivel formato de cone, que a molécula de RL assume ao interagir com membrana
fosfolipidica, modelo baseado em testes in vitro.
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Fonte: Adaptado de Otzen. (67)

Existem diferencas na eficacia antimicrobiana dos RLs entre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Sotirova, et al. (66) demonstraram distincao nos niveis de
uma proteina extracelular em cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
apos contato com um BS. O mesmo efeito foi observado por Gaur, et al. (13) A causa
da liberacdo de proteinas para o meio extracelular pode estar relacionada, em ambos
0S casos, com a permeabilizacdo da membrana pelo BS, efeito este mais expressivo

para as bactérias Gram-positivas testadas.



Quadro 1: Estudos in vitro utilizando RLs para o controle de microrganismos (anos 2000-2022).

Ramnolipideo

Microrganismos

Forma de vida do
microrganismo

Efeito

Procedimento
experimental

RL comercial de (Jeneil Salmonella enterica Biofilme Inibicdo do crescimento do (68)
Biossurfactant Co.) biofilme
RL Mistura (11 homologos) Klebsiella pneumoniae Plancténica CIM (Concentracao Inibitéria (69)
de P. aeruginosa 4772 Serratia marcescens Minima)
Enterobacter aerogenes
Bacillus subtilis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
RL sl (Mistura de 6 B. subtilis Plancténica CIM (54)
homologos) de P. S. aureus
aeruginosa LBI Proteus vulgaris
Streptococcus faecalis
P. aeruginosa
16 diferentes RL congéneres Bacillus cereus Planctonica CIM (70)
de P. aeruginosa L2-1 S. aureus
Micrococcus luteus
RL de P. aeruginosa S. aureus Biofilme Reducéo da adeséo e an
Listeria monocytogenes rompimento do biofilme
Salmonella enteritidis
RL comercial JBR599 (Jeneil L. monocytogenes Planctbnica CIM (18)
Biossurfactant Co.)
RL de P. aeruginosa Phytophthora sojae Zoobsporos e micélios Lise dos zodsporos e (7))
inibicdo do crescimento de
micélios
RL comercial (Urumqui Unite P. aeruginosa Biofilme Reducéo do biofilme (72)
Bio-Technology Co.)
RL cadeia longa de Actinomyces naeslundii Biofilme Acdao antibiofilme (73)
Burkholderia thailandensis Streptococcus sanguinis
E264 Neisseria mucosa
Streptococcus oralis
RL de P. aeruginosa Aspergillus niger Suspenséo de esporos CIM (20)

Aspergillus carbonarius
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Continuacao Quadro: 1: Estudos in vitro utilizando RLs para o controle de microrganismos (anos 2000-2022).

RL comercial (Rhamnolipid S. aureus Biofilme Reducédo da adeséo e (16)
Incorporation- USA) rompimento do biofilme
RL comercial (Rhamnolipid S. aureus Planctonica CIM (15)
Incorporation- USA) L. monocytogenes
B. cereus
RL de Lactobacillus casei E. coli Plancténica CIM (74)
P. aeruginosa
P. putida
Salmonella sp.
Bacillus sp.
S. aureus
RLs de Planococcus Vibrio cholerae Planctonica CIM (13)
rifietoensis IITR53 e Clostridium perfringens
Planococcus halotolerans Salmonella typhimurium
IITR55 Streptococcus oralis
Streptococcus mutans
Yersinia enterocolitica
RL de Pseudomonas S. aureus Biofilme Acdo antibiofilme (75)
plecoglossicida B. subtilis
Aeromonas hydrophila
RL comercial (R90; Sigma- S. enterica Plancténica e Biofilme Atividade inibitéria (76)
Aldrich) E. coli
L. monocytogenes
S. aureus
RL comercial (AGAE B. cereus Planctbénica e endosporos Atividade bactericida e (77)
Technologies) inibicdo da germinacédo de
endosporos
RL comercial (R90; AGAE S. enteritidis Biofilme Acdo antiadesiva e (78)
Technologies) E. coli antibiofilme

Campylobacter ssp.
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4. Material e métodos

4.1Ramnolipideos (RLS)

Utilizou-se o biossurfatante ramnolipideo (RL) comercial (Rhamnolipid Inc. ®)
em solucdo a 250000 mg/L (25%), contendo aproximadamente 54,4% RhaC,Cio €
24,2% Rha2C10C10 como componentes majoritarios. Inicialmente, a solugéo foi diluida
em agua em uma razéo 1:9, seguida de esterilizacdo por filtragdo (0,22 um). A partir
desta realizou-se uma segunda diluicdo, em uma razéo 1:4, em meio de cultura Caldo
Soja Triptona acrescido de Extrato de Levedura (TSYEB — acumedia®) pH 7,3 + 0,2
com e sem adi¢céo de NacCl (0, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% m/v) e sacarose (0, 5%, 10%,
25% e 50% m/v) em diferentes valores de pH (5,0, 6,0, 7,0 e 8,0), obtendo-se uma

concentracao final de 5000 mg/L para cada solucéo.

4.2 Microrganismos e preparacao dos inéculos

As cepas bacterianas testadas sao provenientes da colecdo de culturas,
American Type Culture Collection (ATCC) adquiridas do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS-FIOCRUZ), e pertencentes
ao Grupo de Biotecnologia Microbiana da Universidade de Sao Paulo. Para realizacao
dos ensaios foram utilizadas as linhagens de Listeria monocytogenes (ATCC 19112)
e Escherichia coli (ATCC 25922).

Em cada ensaio, a bactéria foi transferida de sua cultura estoque (mantida a -
20°C) para uma placa contendo o meio de cultura Agar Soja Triptona acrescido de
Extrato de Levedura (TSYEA - acumedia®) pH 7,3 + 0,2. Realizou-se o cultivo em dois
dias subsequentes, mantendo-se a incubacdo em estufa a 37°C+ 1 °C por 24 horas.
Obteve-se colbnias isoladas, as quais foram transferidas para o meio de cultura
TSYEB.

O in6culo foi entdo padronizado por meio da utilizacdo de um espectrofotometro
UV-vis (Thermo Scientific, Genesys 10UV), obtendo-se um valor de densidade Optica
(D.O) de 0,10 £ 0,01 para L. monocytogenes e de 0,2 + 0,01 para E.coli
correspondente a aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (Valores de D.O foram
relacionados com a contagem do nimero de coldnias para obtencéo de 108 UFC/mL).

Para realizacdo dos testes antimicrobianos na forma planctonica, apés ajuste de D.O,
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a suspensao foi diluida em TSYEB obtendo-se uma populacdo de aproximadamente

107 UFC/mL, requerida para os in6culos iniciais.

4.3 Determinacéo das concentrac¢des inibitoria minima (CIM) e bactericida
minima (CBM)

Para determinagdo da CIM e CBM foi utilizada a técnica de microdiluicdo em
caldo, estabelecida pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). (79)

Utilizou-se o0 meio de cultura TSYEB, acrescido de diferentes concentracfes de
NaCl (0, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% m/v) e sacarose (0, 5%, 10%, 25% e 50% m/v).
Ajustou-se o pH de cada solucao, separadamente, para os valores 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0
+ 0,1 utilizando-se as solu¢des de HCI 1,63 mol/L e NaOH 0,5 mol/L quando
necessario. A esterilizacdo ocorreu por meio de filtragéo (0,22 um).

A montagem do experimento deu-se em microplacas de 96 orificios (Figura 7A),
as quais foram separadas por valores de pH especificos. Adicionou-se 100 uL do meio
de cultura TSYEB nas diferentes concentragcdes de NaCl e sacarose, em linhas
distintas da microplaca, seguiu-se com a adicdo de 100 pL da solucdo de RLs
(preparada como em 4.1) nos pocos das primeiras colunas de cada linha da
microplaca.

Com o intuito de se realizar a diluicdo seriada dos RLs, transferiu-se 100 pL da
primeira coluna para a segunda, e assim sucessivamente até a décima coluna. Em
seguida, adicionou-se 20 pL dos indculos (preparados como em 4.2) as colunas 1-11,
mantendo-se a 112 coluna como controle positivo (CP). A 122 coluna foi designada
como controle negativo (CN) e ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C+ 1 °C, a menor
concentracdo em que ndo houve crescimento bacteriano aparente foi designada como
sendo a CIM. Para melhor visualizar o valor da CIM, adicionou-se em cada poc¢o 20
uL de uma solugdo de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 98%- Sigma®) 1
mg/mL, observando-se o resultado apés uma hora (Figura 7B).

Para determinar o valor da CBM, retirou-se o contetdo de cada po¢o onde nédo
havia crescimento bacteriano aparente no teste de CIM (100 pL), e transferiu-se para
placas contendo o meio de cultura TSYEA (Figura 7C). As placas foram incubadas
por 24 horas a 37°C+ 1 °C, e o valor de CBM foi designado como a menor
concentragéo de RLs, que ap0s o periodo de incubagéo, ndo apresentou crescimento

microbiano.
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Figura 7: Ensaio para determinacao dos valores de CIM e CBM. (A) Esquema para montagem
da microplaca de 96 orificios, (B) Exemplo de microplaca apés acréscimo de MTT e (C) Exemplo de
placa ap0s ensaio para verificagdo de CBM.
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Fonte: do autor.

4.4Curva de crescimento bacteriano

De modo a validar os valores de CIM e CBM, analisou-se o crescimento
microbiano com as concentracdes estabelecidas para os RLs, RL-NaCl e RL-
sacarose, frente a L. monocytogenes (ATCC 19112). Realizou-se também, curvas de
crescimento para as duas linhagens testadas utilizando-se uma concentracéo fixa de
RLs de 300 mg/L em meio TSYEB acrescido de 0 e 5% de NaCl (m/v), e na
concentracdo de 650 mg/L de RLs em 0 e 50% de sacarose (m/v) frente a bactéria
Gram-positiva, em pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 £ 0,1 (ajustado com em 4.3). Adicionou-se
200 pL da suspensao bacteriana padronizada como em 4.2 em microtubos contendo
1 mL de cada solucao a ser testada e incubou-se a 37°C+ 1 °C, mantendo-se um CP
e um CN.

Para realizar o estudo cinético da acao antimicrobiana dos RLs, RL-NaCl, e RL-
sacarose, escolheu-se os tempos de 2, 4, 8, 16 e 24 horas de incubacdo. Apos cada
periodo pré-estabelecido, retirou-se uma aliquota de 100 pL da amostra original
transferindo-a para um microtubo contendo 900 pL de solucédo de NaCl 0,86% (m/v),
segundo metodologia adaptada de Balouiri, et al. (80). Realizou-se entdo diluicdes

seriadas e o numero de células viaveis foi determinado pelo método da gota. (81)
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4 5Atividade antimicrobiana em Biofilmes bacterianos

Para os testes em biofilmes bacterianos baseou-se na metodologia descrita por
Passos, et al. (82) A linhagem de L. monocytogenes (ATCC 19112), foi selecionada
para este ensaio uma vez que apresentou maior sensibilidade aos tratamentos com
RLs na forma plancténica. Padronizou-se o in6culo como em 4.2, ajustando-se a D.O
para 0,40 + 0,01, valor correspondente a aproximadamente 1 x 10° UFC/mL,
(Espectrofotdmetro UV-vis Thermo Scientific, Genesys 10UV). Diluiu-se a suspenséao
em TSYEB acrescido de 0, 5% de NaCl e 50% de sacarose (m/v) em pH 5,0, 6,0, 7,0
e 8,0 (ajustados como em 4.3), obtendo-se uma concentracdo de aproximadamente
108 UFC/mL.

Os corpos de prova (poliestireno de 1 cm x 1 cm x 0,1 cm) foram higienizados
em trés etapas, primeiramente com detergente neutro, seguido de agua destilada, e
alcool etilico 70% v/v, mantendo-se cada solu¢cdo em ultrassom (Unique, UltraCleaner
1400A 50/60 Hz) por 15 minutos. Posteriormente, foram esterilizados por radiagéo
ultravioleta, permanecendo sob exposi¢céo por 20 minutos cada lado. Utilizou-se uma
microplaca de 24 orificios e adicionou-se 1 mL do indculo bacteriano sobre os corpos

de prova, incubando-se por 24 horas a 37°C+ 1 °C (Figura 8A).

Figura 8: Esquema para montagem da microplaca de 24 orificios para avaliagdo da atividade
antimicrobiana de RLs em biofilmes. (A) Inéculo e (B) Tratamento com RLs.
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Fonte: do autor.

Para avaliar a eficacia antibiofilme dos RLs, utilizou-se as concentracdes de
300 mg/L de RLs em meio de cultura TSYEB acrescido de 0 e 5% m/v de NaCl, e de
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650 mg/L em 0 e 50% m/v de sacarose, nos valores de pH a serem testados (Figura
8B). As concentracfes de RLs escolhidas foram baseadas nos resultados dos testes
antimicrobianos em células planctdnicas. Apds incubacao do indculo bacteriano, os
corpos de prova foram lavados duas vezes com solucéo salina (NaCl 0,86% m/v) e
transferidos para uma nova microplaca, seguido da adicdo de 1 mL das solu¢des de
RLs em meio de cultura TSYEB. Decorridas 24 horas de incubacéo a 37°C+ 1 °C, 0s
corpos de prova foram novamente lavados e transferidos para tubos contendo 2 mL
de solucéo salina. Para desagregacao do biofilme utilizou-se um ultrassom (Unique,
UltraCleaner 1400A 50/60 Hz), por 15 minutos. Realizou-se diluicbes seriadas como

em 4.4, e a quantificacdo das células viaveis pelo método da gota. (81)

4.5.1 Microscopia confocal em biofilmes

Amostras controle e tratamentos antibiofilme dos RLs (300 mg/L) e RL-NaCl
(300 mg/L- 5%), em meio de cultura TSYEB, ajustado para pH 5,0 e 7,0, foram
avaliadas apoOs coloracdo fluorescente utilizando-se o kit de fluoroforos para
viabilidade celular live/dead® (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific®). As imagens
foram obtidas em microscopio Leica SP5, pertencente ao Laboratério Multiusuario de
Microscopia Confocal — LMMC da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP),
FAPESP 2004/08868-0, e processadas pelo software (LAS AF).

4.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para observar a arquitetura de biofilmes de L. monocytogenes formados em
meio TSYEB contendo 50% de sacarose, em pH 5,0 e 7,0, e na presenca dos RLs
(650 mg/L) quando combinados com o acgucar, utilizou-se a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Os ensaios foram realizados como em 4.5, em corpos de prova de
poliestireno de 0,7 cm x 0,7 cm x 0,1 cm. Apds os tratamentos, as amostras foram
desidratadas gradualmente, por série crescente de alcool etilico (10%, 25%, 40%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100% v/v), permanecendo 15 minutos em cada solucéo.
Em seguida, realizou-se recobrimento com ouro e as imagens foram obtidas em
Microscopio Eletronico de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG Japan
Electron Optics Ltd. (JEOL), JSM 7200F), pertencente a Central de Analises Quimicas

Instrumentais — CAQI do Instituto de Quimica de Sao Carlos.
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4.6Determinacdo das concentracdes inibitéria minima de biofilme e de
erradicacdo minima de biofilme (CIMB) e (CEMB)

Para a formacé&o dos biofilmes de L. monocytogenes (ATCC 19112), utilizou-se
microplacas de 96 orificios do tipo peg lid (Thermo Scientific, Nunc-TSP), baseando-
se na metodologia descrita por Harrison, et al. (83) Preparou-se o in6culo como em
4.2, na concentracdo de 108 UFC/mL em meio TSYEB, e inoculou-se a peg lid com
160 pL, por quatro horas a 37°C+ 1C° Em seguida, a transferiu para uma nova
microplaca contendo 180 puL do meio de cultura TSYEB acrescido de 0, 5% m/v de
NaCl e 50% m/v de sacarose nos valores de pH ajustados para 5,0 e 7,0 como em
4.3, mantendo-se incubacdo sob agitacdo constante a 80 rpm (Tecnal, TE-420
Incubadora), a 37°C+ 1C°, por 24 horas. As condicbes testadas foram escolhidas
baseando-se nos melhores resultados dos testes de atividade antimicrobiana
anteriormente realizados.

Apés o periodo de incubacao, transferiu-se a peg lid para uma microplaca de
tratamento, contendo uma diluicdo seriada dos RLs/pH, RL-5% NaCl/pH e RLs- 50%
sacarose/pH, preparada como em 4.3 (200 pL), e incubou-se a 37°C+ 1C°, por 24
horas. Para melhor visualizacdo do valor de CIMB, apds o periodo de incubacéo,
adicionou-se 40 pL do corante MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 98%-
Sigma®) 1 mg/mL na microplaca de tratamento. Lavou-se entdo a peg lid duas vezes
(200 pL), com solugédo de NaCl 0,86% m/v, e em seguida, a transferiu para uma
microplaca de recuperacdo contendo meio de cultura TSYEB (200 pL). Para
desagregacao do biofilme utilizou-se uma embalagem do tipo zip lock, mantendo-se a
peg lid em ultrassom (Unique, UltraCleaner 1400A 50/60 Hz), por 10 minutos.

Para determinagdo de CEMB, inicialmente realizou-se uma diluigcdo seriada,
como em 4.4, de todos os pocos da placa de recuperacao, referentes a todas as
concentracdes de RLs que n&o apresentaram crescimento aparente no teste de CIMB,
além dos controles positivos, e a quantificacdo de células viaveis ocorreu por meio do
método da gota (81). Posteriormente, a peg lid foi mantida na microplaca de
recuperagdo por 72 horas a 37°C+ 1C°, e o valor de CEMB foi designado como a
menor concentracdo de RLs, que apOs o periodo de incubacgdo, ndo apresentou
crescimento microbiano. Para melhor visualizacdo do valor de CEMB, utilizou-se o

corante MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 98%- Sigma®) 1 mg/mL.
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4.7Concentracao Micelar Critica (CMC)

Trabalhou-se com uma solugdo aquosa de 300 mg/L de RLs, nas
concentracoes de 0, 1%, 2% e 5% (m/v) de NaCl e 0, 5%, 10%, 25% e 50% (m/v) de
sacarose, em valores de pH ajustados para 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 + 0,1, como descrito no
item 4.3.

A concentracdo micelar critica (CMC) de cada solucao foi determinada em
tensiometro Sigma 700 (Attension, Finlandia). Foram realizadas medidas da tenséo
superficial (TS), pelo método do anel de Du Nouy (84), conforme adicdo do
biossurfactante no meio pelo titulador automético, com um desvio padrdo maximo
entre as medidas menor ou igual a 0,10 mN/m. Os valores obtidos foram utilizados
para o calculo da CMC por meio do software Attension Sigma.

4.8Avaliacdo dos agregados moleculares de RLs

Para a observacéo das estruturas micelares de RLs (1000 mg/L), baseou-se na
metodologia descrita por Rodrigues, et al. (20) Utilizou-se o corante Vermelho Nilo
(Sigma-Aldrich®) como fluoréforo, na mesma concentragdo da solucédo de RLs, sendo
ambos preparados em etanol. Misturou-se 700 pL da solu¢do de RLs e 1uL de
vermelho Nilo, e a amostra foi centrifugada a 800 rpm, por 30 minutos, a temperatura
ambiente 25°C, (Centrifuga mini spin, Eppendorf AG). Posteriormente, todo o etanol

foi evaporado, garantindo-se a eliminacédo de corante em excesso.

4.8.1 Microscopia de fluorescéncia

As amostras de RLs/vermelho Nilo, foram entdo dissolvidas em 100 uL de
solugcdo aquosa contendo 0,5% de NaCl e 0,25% de Fosfato Dipotassico (KH2POa)
m/v, (componentes presentes na formula do meio de cultura TSYEB, adicionados de
modo a proporcionar maior similaridade com os testes antimicrobianos), em valores
de pH ajustados para 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 £ 0,1, como em 4.3, acrescidas de 0 e 5% m/v
de NaCl, e 0 e 5% m/v de sacarose. A morfologia dos agregados de RLs foi
imediatamente analisada por Microscopia de fluorescéncia (Labomed, iVu 7000,
camera acoplada Lx 500 Jenoptik, Germany), utilizando-se lamina (sem sobreposicéo

com laminula), filtro de 535 nm, (verde) e objetiva de 40x. As imagens foram
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adquiridas por meio do software ProgRes® CapturePro 2.10.0.1, Jenoptik Optical
Systems GmbH.

Do mesmo modo, avaliou-se o comportamento dos agregados de RLs obtidos
como em 4.8, na presenca de células de L. monocytogenes (ATCC 19112). Preparou-
se um inéculo como em 4.2, e apos 24 horas de incubacdo a 37°C+ 1 °C, a cultura foi
centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente 25°C, (Centrifuga
mini spin, Eppendorf AG). Descartou-se o sobrenadante, e dissolveu-se a amostra em
1 mL de solugdo aquosa contendo NaCl e K2POg4, (como descrito acima), em pH 5,0
e 7,0 (ajustado como em 4.3), na presenca de 5% m/v de NaCl, e em pH 5,0 contendo
5% de sacarose m/v, (mantendo-se a concentracdo de 108 UFC/mL). Misturou-se as
solucdes, preparadas nas mesmas condigdes, em uma razéo 1:1, e para obtencao
das imagens utilizou-se o0 método da gota pendente, (85,86), em um equipamento
(Olympus, BX60, camera acoplada Olympus, DP74), com aumento de 1250x, e filtro
de 535 nm (verde), sendo as imagens processadas pelo software (Olympus, cellSens
1.17).

4.8.2 Microscopia confocal de agregados micelares

Avaliou-se também a interacdo entre as micelas de RLs (como em 4.8), com as
células de L. monocytogenes (ATCC 19112) por microscopia confocal. As amostras
foram preparadas como em 4.8.1, em pH 5,0 e 7,0 na presenca de 5% m/v de NaCl,
e em seguida foram depositadas em placas para microscopia confocal. As imagens
foram obtidas por meio do equipamento Microscopio Confocal Multiusuario do Instituto
de Fisica de Sao Carlos, FAPESP 2009/54035-4 (Zeiss, LSM 780, invertido) e
processadas pelo software ZEN v3.4 blue edition.

4.9Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Preparou-se as solu¢cdes de RLs, 300 mg/L, em agua mili-Q contendo NaCl e
KH2PO4, como em 4.8.1, nas concentracoes de 0 e 5% de NaCl (m/v), e 0 e 50% de
sacarose, nos valores de pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 £ 0,1, ajustados como em 4.3. As
amostras foram filtradas (0,45 pm), e em seguida determinou-se o tamanho e

distribuicdo das estruturas formadas por meio de um equipamento DLS (Nano
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Zetasizer, Malvern) a 25 °C, angulo de dispersédo 173°. Metodologia adaptada de
Rodrigues, et al. (20)

4.10 Anélise estatistica

Os valores de CIM e CBM, CIMB e CEMB, foram expressos como a moda de
no minimo trés repeticdes independentes. Para os demais ensaios antimicrobianos
também se realizou ao menos trés repeticbes independentes, e os valores foram
reportados como a média e seu respectivo erro padréo obtidos por meio do software
Origin 2020.

No tocante as medidas de DLS, cada amostra foi realizada com ao menos 10
réplicas, em quatro momentos independentes, e os resultados foram obtidos por

analise computacional utilizando-se o software do préprio equipamento.
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5. Resultados e discussoes

5.1Concentracgdes inibitdria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)

5.1.1 Efeito do NaCl

Em determinadas concentracdes, o sal (NaCl) presente no meio é capaz de
inibir o crescimento bacteriano de uma variedade de cepas, ademais, o valor de pH
também é importante para o crescimento microbiano. (21,87) Como objetivou-se
avaliar o efeito antimicrobiano da combinacdo RL/pH, RL-NaCl/pH, realizou-se
previamente uma triagem de microrganismos para escolher linhagens de bactérias
adequadas. Desta forma, foram determinadas como modelos de estudo, as cepas que
melhor responderam as variacdes de pH e de concentracdo de NaCl no meio, levando
também em consideracdo as diferencas entre bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Apéndice A). Selecionou-se entdo, as cepas de E. coli (ATCC 25923), como
modelo de bactéria Gram-negativa (microrganismo se desenvolve em uma faixa de
pH entre 4,3 e 9,0) e L. monocytogenes (ATCC 19112), como modelo de Gram-
positiva (microrganismo se desenvolve em uma faixa de pH entre 4,4 e 9,4) . (6,88)

Analisando-se a Tabela 1, € possivel notar uma relagéo entre o acréscimo de
NaCl no meio de cultivo TSYEB e o aumento da atividade antimicrobiana dos RLs
frente a L. monocytogenes, visivel pela reducdo da CIM e principalmente CBM, sendo
este comportamento mais evidente nos valores de pH neutro e alcalino, (7,0 e 8,0).
Em pH 7,0, na auséncia de sal, ndo se encontrou valor de CBM, sendo este
considerado > 2500 mg/L, tal qual relatado por Magalhdes e Nitschke (18), e mais
expressivamente, em pH 8,0, foi encontrado valor de CBM (1250 mg/L) somente em
meio contendo 5% de NaCl. Segundo Ferreira, et al. (15), os RLs tendem a apresentar
maior eficacia em valores de pH acidos, como no caso do pH 5,0, mesmo na auséncia

de solutos, o que corrobora os resultados obtidos.
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(mg/L) frente a L. monocytogenes (ATCC 19112).

Tabela 1: Efeito da variacdo de pH e concentracao de NaCl na atividade antimicrobiana de RLs

%NaCl
0 1% 2% 3% 4% 5%
CiM*  CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM**
50 195 78,1 9,7 78,1 9,7 78,1 9,7 78,1 9,7 78,1 9,7 78,1
pH 6,0 39,0 >2500 39,0 >2500 19,5 312,55 19,5 3125 19,5 3125 195 156,2
70 6250 >2500 156,2 >2500 78,1 2500,0 78,1 6250 39,0 3125 39,0 156,2
8,0 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 156,2 >2500 78,1 >2500 39,0 1250,0

*CIM- Concentracao Inibitéria Minima *CBM- Concentracédo Bactericida Minima.

Com os valores de CIM e CBM obtidos para E. coli, notou-se que a presenca
de NaCl no meio de cultura contribuiu significativamente para promover a inibicdo do
crescimento bacteriano pelos RLs (Tabela 2). Tratamentos realizados sem adicdo de
NacCl, ndo resultaram em inibicdo para nenhum dos valores de pH testados, sendo as
CIM consideradas > 2500 mg/L nestas condi¢cbes. Para os tratamentos contendo 5%
de NaCl, observou-se inibicdo em todos os valores de pH. Ademais, em nenhum dos
testes realizados encontrou-se valores de CBM, sendo a combinacdo RL-NaCl

considerada bacteriostética para esta linhagem.

Tabela 2: Efeito da variagédo de pH e concentracdo de NaCl na atividade antimicrobiana de RLs
(mg/L) frente a E. coli (ATCC 25922).

%NacCl

0 1% 2% 3% 4% 5%

CiM*  CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM**

5,0
pH 6,0
7,0
8,0

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

19,5
>2500
>2500
>2500

>2500
>2500
>2500
>2500

19,5
39,0
156,2
156,2

>2500
>2500
>2500
>2500

*CIM- Concentracao Inibitéria Minima **CBM- Concentrac¢éo Bactericida Minima.

5.1.2 Efeito da sacarose

Para 0s ensaios com sacarose, optou-se por trabalhar com as mesmas

linhagens de microrganismos utilizadas nos testes com NaCl, e as concentragbes

(%m/v) de sacarose foram previamente avaliadas de modo a néo interferir na inibicdo

do crescimento dos microrganismos (Apéndice A).

De forma semelhante ao efeito do NaCl, a adicdo de sacarose ao meio de

cultura contribuiu para uma maior

eficacia bactericida dos RLs contra L.

monocytogenes (Tabela 3), especialmente em pH 7,0 e 8,0, nos quais foi possivel
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encontrar valores de CBM somente na presenca de 50% m/v de sacarose (625,0 mg/L
e 1250,0 mg/L respectivamente). Em pH 5,0, observou-se o inverso, no qual a adicédo
de 25% e 50% de sacarose ao meio resultou em um aumento no valor de CBM para
a combinacdo RL-sacarose. Como os RLs isoladamente apresentaram maior eficacia
bactericida em condi¢cdes de pH acido (pH 5,0), acredita-se que a adicao de altas
concentracbes de sacarose altere a viscosidade do meio, e consequentemente
diminua a mobilidade molecular, o que pode estar relacionado com a atividade
antimicrobiana do BS neste valor de pH.

Tabela 3: Efeito da variacdo de pH e concentracdo de sacarose na atividade antimicrobiana de
RLs (mg/L) frente a L. monocytogenes (ATCC 19112).

%Sacarose
0 5% 10% 25% 50%

CiM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM* CIM* CBM**

50 195 78,1 19,5 78,1 19,5 78,1 19,5 3125 195 6250

pH 6,0 39,0 >2500 39,0 >2500 39,0 >2500 39,0 1250,0 39,0 625,0
7,0 625,0 >2500 3125 >2500 156,2 >2500 156,2 >2500 39,0 625,0

8,0 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 78,1 1250,0

*CIM- Concentracao Inibitéria Minima *CBM- Concentracao Bactericida Minima.

Nos testes realizados com E. coli, ndo se encontrou valores de CIM e CBM
para os RLs, independentemente das concentracdes de sacarose adicionadas (0-50%
m/v) e dos valores de pH (5,0-8,0), sendo estas consideradas >2500 mg/L. Desta
forma, dentro das condi¢des testadas, para a bactéria Gram-negativa, a combinacéo
RL-sacarose néo resultou na inibicdo do crescimento do microrganismo. E. coli € uma
espécie capaz de metabolizar glicose e frutose, assim como realizar a hidrélise da
molécula de sacarose nos dois monossacarideos, (89), o que pode ter reduzido a
concentragdo de sacarose no meio, estando assim menos disponivel para interagir
com as moléculas do BS, consequentemente interferido na eficacia antimicrobiana
dos RLs.

Ao se avaliar o comportamento dos dois microrganismos frente aos RLsS,
observou-se menores valores de CIM (RL, RL-NaCl e RL-sacarose) para L.
monocytogenes comparado a E. coli, além de se observar valores de CBM somente
para a bactéria Gram-positiva, a qual apresentou maior sensibilidade aos tratamentos
com os RLs. Este resultado pode estar relacionado com as diferencas encontradas na
composicdo e estrutura das paredes celulares de bactérias. Alguns trabalhos na

literatura, apontam para uma menor influéncia dos RLs no crescimento de bactérias
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Gram-negativas, assim como uma eficacia antimicrobiana mais pronunciada para
cepas de bactérias Gram-positivas. (14,15,17,74) A menor sensibilidade aos
tratamentos com BS apresentada por bactérias Gram-negativas pode ser atribuida a
composicao de sua parede celular, contendo apenas uma camada de peptideoglicano,
além da membrana externa, a qual possui lipopolissacarideos (LPS) que podem atuar
como uma barreira de protecdo para a célula, impedindo a aproximacdo das
moléculas de RLs. Além disso, BS aniénicos podem sofrer repulsdo eletrostatica
causada por moléculas carregadas negativamente presentes na membrana externa

de Gram-negativas, o que dificulta a interacao entre eles. (18,66)

5.2Curva de crescimento bacteriano

Para melhor evidenciar o efeito da presenca de RLs sobre a populacéo
bacteriana, nas diferentes condicbes testadas, foram construidas curvas de

crescimento.

5.2.1 Efeito do NaCl

A Figura 9 representa o perfil de crescimento de L. monocytogenes, na
presenca de RLs nos valores de CIM e quando havia, os valores de CBM, definidos
na Tabela 1, em diferentes pHs contendo 0 e 5% m/v de NacCl.

O comportamento dos microrganismos corroborou os resultados obtidos
anteriormente, nos quais os valores de CIM acarretaram inibicdo do crescimento
bacteriano, assim como os valores CBM foram responsaveis pela erradicacdo das
células viaveis ap6s 24 horas de tratamento, atingindo-se o limite de deteccdo da
técnica (80 UFC/mL), e caracterizando a acdo dos RLs como bactericida nestas
condigdes.

Para o tratamento com os RLs na auséncia do sal, encontrou-se valor de CBM
apenas em pH 5,0, sendo este, o mesmo valor para a combinacdo RL-NaCl.
Observando-se o perfil de crescimento para a linhagem de L. monocytogenes neste
pH (Figura 9A), néo foi possivel notar diferenca entre os tratamentos com sal e sem
sal, sendo necessarias 24 horas de contato com o BS para eliminacédo da populacéo
bacteriana. Para as demais condicdes de pH testadas, (pH 6,0, 7,0 e 8,0) determinou-

se os valores de CBM somente para a combinac¢ao RL- NaCl, os quais resultaram na
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eliminacao das células viaveis apds 24 horas (Figuras 9B, C e D), demostrando-se o

aumento da eficacia antimicrobiana dos RLs quando na presenca de 5% de NacCl.
Nos ensaios anteriores, observou-se que, para a E. coli ndo se encontrou

valores de CBM dentro das condic¢des testadas (Tabela 2), desta forma, optou-se por

nao se analisar as curvas de crescimento desta linhagem nesta etapa.

Figura 9: Curva de crescimento de L. monocytogenes ATCC 19112 em diferentes valores de
pH, na presenca de RLs (CIM-CBM), em 0 e 5% (m/v) de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0 e (D)
pH 8,0.
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Para melhor ilustrar as diferencas da eficacia antimicrobiana da combinacao
RL-NaCl nos valores de pH estudados, optou-se por manter uma concentracao fixa
do BS. Desta forma, seguiu-se com os demais experimentos aplicando-se 300 mg/L

de RLs. A concentracéo de RLs escolhida foi ligeiramente extrapolada, se comparada
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com a maioria dos resultados obtidos nos testes para determinacdo de CBM, com o
intuito de se garantir melhor visualizacdo do comportamento antibacteriano dos RLSs.
Além disso, analisando-se as Tabelas 1 e 2, observou-se que na presenca de 5% de
NaCl obteve-se os melhores resultados para a acdo antimicrobiana dos RLs, deste
modo realizou-se estes ensaios fixando-se esta concentracdo de sal.

Inicialmente, realizou-se o estudo do perfil de sobrevivéncia dos
microrganismos testados frente aos RLs utilizando-se a concentragao fixa de 300
mg/L, avaliando-se os valores de densidade éptica (D.O), pelo tempo (Apéndice B).
Sabe-se que esta metodologia apresenta algumas limitacbes com relacdo a
guantificacdo de células viaveis remanescentes apés a aplicacdo dos tratamentos.
Desta forma, optou-se por trabalhar com curvas de crescimento por meio de contagem
do namero de colénias (UFC/mL). (80,90)

Para L. monocytogenes, foi possivel observar com mais clareza a relacéo da
eficacia bactericida dos RLs e o valor de pH, sendo esta favorecida em condi¢des
acidas. De fato, em pH 5,0, o tratamento com os RLs resultou na completa erradicacéo
da populacdo de células viadveis. Apesar de ndo ter sido observada diferenca nos
valores de CBM com relagédo a concentracdo salina neste valor de pH, utilizando-se
300 mg/L de RLs, reduziu-se o tempo de acdo antimicrobiana de 16 para 4 horas na
presenca de 5% de NaCl (Figura 10A).

Com relagdo aos demais tratamentos, observou-se de forma mais evidente, a
diferenca entre as amostras mantidas em contato com RLs na presenca de 5% de
NaCl e na auséncia deste. Em pH 6,0, e 7,0 apos 24 horas de incubacéo, apenas a
combinacdo RL-NaCl foi capaz de eliminar toda a populacdo de células viaveis,
(Figuras 10B e C). E para o pH 8,0 apesar de nao se observar a erradicacao total da
populacdo bacteriana, (concentragcdo de RLs inferior ao valor de CBM para a
combinacdo RL-NaCl neste valor de pH, 1250 mg/L), o tratamento com RLs e NaCl
5% resultou em uma reducédo de aproximadamente 6,4 logs quando comparados com
o controle, sendo este valor de redugéo considerado como efeito bactericida segundo
Konaté, et al. (91), (Figura 10D). Ainda, ap0s 24 horas, para as amostras sem adi¢éo
de NaCl, em ambos pH 7,0 e 8,0, observou-se valores de UFC/mL proximos as

amostras controle mesmo apos a aplicacdo dos RLs.
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Figura 10: Curva de crescimento de L. monocytogenes ATCC 19112 em diferentes valores de
pH, na presenca de 300 mg/L de RLs, em 0 e 5% (m/v) de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0, (D)
pH 8,0, (E) RLs em meio TSYEB sem adicdo de NaCl e (F) RLs em meio TSEYB contendo 5% NaCl.
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Ao se analisar a Figura 10E, € possivel notar a influéncia do pH na atividade
antimicrobiana dos RLs quando na auséncia de NaCl, sendo esta favorecida em meios
acidos. A adicdo de 5% de NaCl ao meio, minimiza esta diferenga, acarretando
melhora na atividade antimicrobiana dos RLs frente a L. monocytogenes, efeito mais
pronunciado em valores de pH acima de 6,0, nos quais se observou a eliminacéao da
populacado de células viaveis somente na presenca do sal (Figura 10F).

Com relacao aos controles, sem adicédo do BS, pode-se observar em todos os
valores de pH, que ndo houve diferengas significativas entre os meios contendo O e
5% de NaCl, ou seja, a adicdo de sal ao meio parece néo interferir no crescimento
microbiano de maneira isolada, o que vai ao encontro com dados reportados na
literatura, nos quais a bactéria L. monocytogenes vem sendo classificada como
tolerante a presenca de sal. (21,87) Apesar disso, 0 aumento da forga ibnica do meio
pode resultar em alteragcdes na composi¢cdo da membrana plasmatica das células, o
gue pode auxiliar na eficacia antimicrobiana dos RLs na presenca do sal. (92)

A Figura 11, ilustra o crescimento de E. coli na presenca de RLs, (300 mg/L) e
RL-NaCl (5% m/v). Independentemente do valor de pH, ap6s 24 horas de incubacéo
as amostras tratadas com os RLs na auséncia de sal apresentaram valores de
UFC/mL semelhantes aos respectivos controles, ou seja, o BS nao levou a inibicdo do
crescimento, corroborando os resultados anteriores, (Tabela 2). Além disso, apos os
tratamentos, ndo se observou diferencas significativas no crescimento de E. coli em
relacéo ao pH do meio (Figura 11E).

Ao se analisar a Figura 11F, foi possivel notar que em todos os valores de pH
testados, a combinacdo RL- NaCl acarretou reducdo no niumero de células viaveis de
E. coli entre 2 e 8 horas de contato com o BS, porém, apenas em pH 5,0 conseguiu-
se manter este comportamento por 24 horas, o que pode indicar melhor eficacia na
acao antimicrobiana dos RLs em meios acidos, assim como observado para L.
monocytgenes. Além disso, a retomada do crescimento microbiano ap6s 8 horas de
contato com o BS pode estar relacionada com o desenvolvimento de resisténcia, como
por exemplo, pela expressdo de enzimas que permitiiam o uso dos RLs como
nutrientes, fontes de carbono, ou até mesmo contribuiriam para a degradagéo do BS,

diminuindo sua atividade antimicrobiana. (17)
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Figura 11: Curva de crescimento de E. coli ATCC 25922 em diferentes valores de pH, na
presenca de 300 mg/L de RLs, em 0 e 5% (m/v) de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0, (D) pH 8,0,
(E) RLs em meio TSYEB sem adig&o de NaCl e (F) RLs em meio TSYEB contendo 5% NaCl.
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Apesar de se observar reducéo na populacao de E. coli, (pH 5,0 — 4,4 logs, pH
6,0 — 2,3 logs, pH 7,0 — 1,38 logs e pH 8,0- 1,5 logs) apds 24 horas de contato com o
RL-NaCl, em nenhum dos tratamentos a populagéo foi erradicada, o que corrobora a
auséncia de valores de CBM para estas condi¢cdes. Deste modo, pode-se sugerir um
efeito bacteriostatico da combinacdo RL-NaCl para esta bactéria.

Avaliando-se o comportamento dos microrganismos testados frente as
variagbes de pH do meio, ndo foi possivel notar diferengas significativas no
crescimento. Sabe-se que as bactérias dispéem de diversos mecanismos para se
adaptar e sobreviver ao estresse causado por alteracdes no pH no meio extracelular,
como reacdes para consumo ou liberacao de prétons, e alteragcdes na composicéo da
membrana lipidica, mantendo sua integridade e fluidez de modo a proteger o pH
interno, restaurando assim a homeostase. (93,94)

5.2.2 Efeito da sacarose

Como para E. coli ndo se obteve valores de CIM e CBM para a combinacao
RL- sacarose (sendo estas consideradas > 2500 mg/L), optou-se por nao dar
seguimento ao estudo do efeito da sacarose para esta linhagem. Sendo assim,
semelhante aos ensaios com NaCl, construiu-se curvas de crescimento para L.
monocytogenes nos diferentes valores de pH, utilizando-se os valores de CIM e
guando encontrados os valores de CBM, de acordo com a Tabela 3, para os RLs e
RL-sacarose (50% m/v), conforme apresentado na Figura 12. Os resultados
confirmaram os testes anteriores, nos quais os tratamentos com os valores de CIM
levaram a inibicdo do crescimento do microrganismo e somente os valores de CBM
acarretaram a eliminacao da populacédo de L. monocytogenes.

Comparando-se os diferentes valores de pH, somente em pH 5,0 encontrou-se
atividade bactericida para os RLs isolados, enquanto para os demais valores, apenas
a combinacdo RL-sacarose resultou em eficacia antimicrobiana. Ademais, em pH 5,0
apesar do aumento do valor de CBM, a adi¢do de 50% de sacarose ao meio favoreceu
a eliminacdo de células viadveis pelos RLs, sendo necessarias apenas 2 horas de
contato com o BS, o que demonstra o aumento da atividade dos RLs promovido pela
sacarose, (Figura 12A). Para as amostras em pH 6,0 e 7,0 (Figuras 12B e C),

encontrou-se 0s mesmos valores de CBM, (RL- sacarose), que em pH 5,0 (625 mg/L),
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e de modo semelhante, observou-se a erradicacado da populacdo de células viaveis

entre as primeiras horas de tratamento (2 e 4 horas respectivamente).

Figura 12: Curva de crescimento de L. monocytogenes ATCC 19112 em diferentes valores de
pH, na presenca de RLs (CIM-CBM), em 0 e 50% (m/v) de sacarose. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0,

e (D) pH 8,0.
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De modo a melhor evidenciar a eficacia da combinacdo RL- sacarose, optou-

se por fixar uma concentracdo de RLs ligeiramente acima dos valores de CBM

encontrados para a maioria dos valores de pH (650 mg/L), além de se trabalhar com

a maior concentracao de acucar estudada (50% m/v), pois somente nesta determinou-

se concentracdes bactericidas para os RLs em todos os valores de pH.
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Figura 13: Curva de crescimento de L. monocytogenes ATCC 19112 em diferentes valores de
pH, na presenca de 650 mg/L de RLs, em 0 e 50% (m/v) de sacarose. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH
7,0, (D) pH 8,0, (E) RLs em meio TSYEB sem adig&o de sacarose e (F) RLs em meio TSYEB contendo
50% de sacarose.
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Analisando-se a Figura 13A, ao se aumentar a concentracdo de RLs utilizada,
650 mg/L, as curvas de crescimento para L. monocytogenes em pH 5,0 ficaram
praticamente sobrepostas apds os tratamentos contendo 0 e 50% de sacarose,
erradicando-se a populagédo de células viaveis nas primeiras 4 horas de incubacéao.
Em contrapartida, para os valores de pH 6,0, e 7,0, observou-se de maneira mais
efetiva, um aumento na eficacia antimicrobiana dos RLs na presenca de 50% de
sacarose, nos quais somente na presenca do acucar, observou-se a eliminacédo da
populacdo bacteriana (Figuras 13B e C). Para o pH 8,0 apesar de ndo ocorrer
eliminacao total das células viaveis, observou-se reducéo de 6,9 logs, o que também
caracteriza a atividade do RL- sacarose como bactericida para este pH, e o tratamento
realizado com os RLs na auséncia do acgucar resultou em crescimento semelhante ao
controle ndo havendo sinais de inibigéo (Figura 13D).

Com relacédo aos diferentes valores de pH, € possivel notar, na auséncia do
acucar uma melhor eficacia antimicrobiana dos RLs (650 mg/L) em pH 5,0 (Figura
13E) assim como observado nas curvas realizadas com 300 mg/L de RLs (Figura 10).
Porém, ao se adicionar a sacarose, notou-se que a a¢ao bactericida dos RLs se tornou
semelhante, especialmente nos valores de pH 5,0, 6,0, e 7,0 (Figura 13F), o que
sugere uma ampliacdo na faixa de pH em que o BS atua quando combinado com o
acucar.

Apesar de ndo se notar diferencas significativas entre os valores de UFC/mL
para os controles de L. monocytogenes nas diferentes condictes de pH em 0 e 50%
de sacarose, durante a realizacdo dos experimentos, observou-se por inspecao visual,
gue na presenca do acucar mesmo ap6s 24 horas de incubacdo o meio nao
apresentou aumento de turbidez. Este dado sugere que a presenca de sacarose
(50%) pode ter dificultado o desenvolvimento da bactéria, porém néao foi responsavel
pela sua eliminacdo, uma vez que quando transferida para meio o de cultura TSYEA,

voltou a crescer ativamente, conforme apresentado na Figura 14.
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Figura 14: Aspecto visual do meio de cultura durante crescimento de L. monocytogenes. (A)
Controle em meio de cultura TSYEB, (B) Controle em meio de cultura contendo 50% de sacarose e (C)
Contagem de UFC/mL em meio de cultura TSYEA em diferentes diluig6es.

Controle TSYEB Controle 50% SAC Contagem UFC/mL 50% SAC

Fonte: Do autor.

A adicdo de altas concentracOes de sacarose ao meio pode ocasionar a
reducédo do valor de atividade de agua (aw), além de expor a bactéria a um ambiente
de estresse osmatico. (89) A resposta dos microrganismos as mudancgas externas de
osmolaridade podem ser divididas em trés etapas: primeiramente em ambientes de
hiper osmolaridade, pode ocorrer também a reducéo do valor de atividade de agua na
regido citoplasmatica, o que pode prejudicar o desenvolvimento de fungdes celulares
essenciais, inibindo uma variedade de processos fisiologicos, como replicacéo e
absorcédo de nutrientes. Em seguida, ocorrem ajustes bioquimicos, como aumento de
lixiviacdo de ions e compostos organicos de baixo peso molecular, de modo a
restaurar as condi¢cdes necessarias para o desenvolvimento microbiano e p6r fim a
replicacéo celular é retomada sob a nova situagdo. Tais condi¢cdes exigem uma serie
de adaptac¢des do microrganismo, as quais envolvem gastos energéticos, o que pode
estar relacionado com uma maior suscetibilidade destas células aos tratamentos
antimicrobianos, como a aplicacéo de RLs. (95-97)

Os RLs séo classificados como BS de carater aniénico, porém a existéncia de
cargas negativas efetivas é dependente do valor de pH do meio, além da forca ibnica
da solucdo. Este comportamento estd relacionado com a presenca de grupos
carboxilicos em sua porc¢ao hidrofébica, os quais apresentam valores de pka 5,9 e 5,6
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para mono-RL e di-RL respectivamente. Deste modo, em condi¢des de pH abaixo do
pka, o grupamento carboxilico se apresentara predominantemente na forma nao
ibnica, ou protonada. Segundo Sanchéz, et al. (60), em pH 4,0 mais de 98% das
moléculas estardo na forma neutra, o que tende a minimizar a repulséo eletrostéatica
com moléculas anidnicas presentes na parede celular bacteriana, facilitando a
interacdo RLs — bactéria. (60—62) Este fato pode estar relacionado com a melhor
eficdcia antimicrobiana dos RLs observada para L. monocytogenes em condi¢cdes
acidas, pH 5,0, caracterizada pelo maior valor de redugédo na populacdo de células
viaveis, se comparado aos demais pHs (Figura 10E).

Em valores de pH iguais aos valores de pka, estima-se que 50% das moléculas
de RLs estejam em sua forma neutra e 50% em sua forma anidnica. Em contrapartida,
em meios com condi¢cdes de pH acima do valor de pka, supde-se que a maior parte
das moléculas esteja desprotonada, apresentando-se em sua forma anibnica, sendo
relatado em pH 7,4 a presenca de mais de 98% de moléculas de RLs com cargas
efetivas negativas. (60,61) Esta condi¢do pode dificultar a interagcdo dos RLs com as
células devido a ocorréncia de repulséo eletrostatica, sendo este efeito crescente de
acordo com o aumento do valor de pH, o que pode estar relacionado com 0s
resultados observados principalmente para pH 7,0 e 8,0 nas Figuras 10E, 11E e 13E.

A adicdo de NaCl ao meio, tende a minimizar a repulsdo eletrostatica entre
grupos ionizados dos RLs (-COO") por meio da neutralizacdo das cargas com a
formacao de uma camada difusa de ions sodio (Na*) em torno das moléculas do BS,
0 que pode facilitar a interacdo com as células bacterianas. (63) Rodrigues, et al. (20),
demonstraram que o acréscimo de NaCl a uma mistura de RLs resultou em um
aumentou significativo na atividade antifingica contra Aspergillus niger e Aspergillus
carbonarius, assim como Ferreira, et al. (15), observaram uma reducao nos valores
de CIM para Staphylococcus aureus com o aumento da concentracdo de NacCl
presente no meio, dados que corroboram os resultados apresentados para L.
monocytogenes e E.coli e consequentemente a hipotese de melhor eficacia
antimicrobiana da combinacdo RL-NaCl frente aos RLs, principalmente em valores de
pH neutro e alcalino.

A presenca de sacarose no meio, pode resultar em diferentes tipos de
interacbes moleculares com os RLs. O primeiro exemplo, sdo as interacbes
hidrofilicas-idnicas, ou ion-dipolo, que ocorrem entre os grupos hidroxila (-OH)

presentes na molécula do acucar, uma molécula polar, e o grupo carboxilico do BS
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em sua forma ionizada (-COQO"), no qual o anion pode atrair o polo positivo da molécula
de sacarose. Em contrapartida, moléculas de RLs com seu grupo carboxilico
protonado (-COOH) podem interagir com as hidroxilas (-OH) presentes nas moléculas
de sacarose por meio de ligacdes de hidrogénio. Também podem ocorrer interacdes
hidrofilicas-hidrofilicas, ou dipolo-dipolo, entre as unidades de ramnose presentes nas
moléculas de RLs e as hidroxilas presentes na sacarose, interacdes hidrofilicas-
hidrofobicas, ou dipolo-dipolo induzido, nas quais as hidroxilas presentes na molécula
de sacarose podem induzir a formac¢éo de um momento de dipolo no dominio apolar
do BS, e intera¢des hidrofobicas-hidrofébicas, mais fracas, entre os dominios apolares
das moléculas de sacarose e dos RLs, (cadeia de hidrocarbonetos), também
conhecidas como interacdes de dipolo instantaneo. (64)

De maneira semelhante ao efeito do NaCl, quando em solucdo, estas
interacOes intermoleculares entre a sacarose e 0s RLs, podem vir a minimizar a
repulsédo eletrostatica entre as cargas negativas presentes nas moléculas do BS (-
COO), principalmente em valores de pH acima do pka. Ademais, como mencionado
anteriormente, as células bacterianas podem estar mais sensiveis a acao do BS,
devido ao estresse causado pelas altas concentracdes de acucar no meio, podendo
este em conjunto com atenuacdo da presenca de cargas em solucao, influenciar na
melhora da acdo antibacteriana dos RLs quando combinados com sacarose, frente a
L. monocytogenes (Tabela 3 e Figura 13).

Ao se comparar o efeito da adicdo de NaCl e sacarose na agado antimicrobiana
dos RLs, pode-se observar pelos resultados obtidos, que a adicdo de NaCl acarretou
maior eficacia bactericida, proporcionando a erradicacdo da populacdo de células
vidveis de L. monocytogenes em menores concentracdes de RLs, além de inibir o
crescimento da bactéria Gram-negativa, E. coli, efeito observado somente na
presenca do sal. Este comportamento pode ser atribuido as interacées entre as
moléculas de RLs e os ions sédio capazes de neutralizar as cargas negativas
presentes no grupo carboxilico do BS de maneira mais efetiva, uma vez que as
interacdes de van der Waals ocorridas entre as moléculas de agucar e os RLs sdo
mais fracas. Ademais, os ions Na* sdo menores que as moléculas de sacarose o que
facilita sua interacdo com as moléculas de RLs, e a consequente formacgéo da camada
difusa de contraions. Além disso, para se observar a eficacia antimicrobiana dos RLs
em combinag&o com a sacarose, foi preciso utilizar uma concentracéo 10 vezes maior

do agucar em comparagdo ao sal, 0 que pode ter ocasionado uma situacédo de maior
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estresse osmaotico para a célula contribuindo para a maior suscetibilidade aos efeitos
do BS.

5.3Atividade antimicrobiana em Biofilmes bacterianos

Apos avaliagcdo do comportamento dos RLs frente as bactérias em sua forma
livre (planctonica), seguiu-se para a avaliacdo da atividade antibiofime do BS. Nesta
etapa, optou-se por trabalhar somente com a bactéria L. monocytogenes, pois esta

linhagem apresentou maior sensibilidade aos tratamentos.

5.3.1 Efeito do NaCl

Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos RLs frente a biofilmes de L.
monocytogenes pré-formados, com 24 horas de crescimento, utilizando-se 300 mg/L
de RLs em 0 e 5% NacCl.

De maneira semelhante, a adicdo de sal ao meio resultou em um aumento
significativo da atividade antimicrobiana dos RLs, conforme representado na Figura
15, promovendo maior remoc¢do do biofilme ap6s 24 horas de tratamento, se
comparados com os RLs isolados, sendo este efeito mais expressivo nos valores de
pH 7,0 e 8,0.

Em pH 5,0, a combinacdo RL-NacCl resultou na erradicacao da populacéo de L.
monocytogenes no biofilme (Figura 15A). Na auséncia do sal, os RLs promoveram a
reducdo de 4,03 logs, mas nao a total eliminacdo do microrganismo, apresentando
menor eficacia se comparado as células planctonicas, (Figura 10A). Assumir a forma
de biofilmes é uma excelente estratégia de sobrevivéncia por parte dos
microrganismos, uma vez que a matriz extracelular pode atuar como uma barreira
protetora para as células, interferindo na difusdo e penetragdo dos BS no biofilme, o
gue corrobora a maior eficacia dos RLs observada frente a forma planctdnica neste
pH. (98)
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Figura 15: Atividade antibiofilme de RLs (300 mg/L) frente a L. monocytogenes ATCC 19112
em diferentes valores de pH, em 0 e 5% (m/v) de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0 e (D) pH 8,0.
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Em pH 6,0 observou-se eficacia semelhante entre os tratamentos com os RLs
em 0 e 5% de NaCl (Figura 15B). Em contrapartida, para os valores de pH 7,0 e 8,0,
na auséncia do sal, observou-se valores de reducdo na populagdo menor que 1 log,
enquanto para a combinacdo RL-NaCl, obteve-se valores de reducéo significativos de
5,34 e 5,49 logs respectivamente (Figuras 15C e D).
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5.3.2 Efeito da sacarose

Para avaliar o efeito da adicdo de sacarose na atividade antibiofilme dos RLs,
utilizou-se a mesma concentracdo de BS dos testes com células plancténicas,
trabalhando-se entdo com 650 mg/L e 50% de sacarose.

Analisando-se a Figura 16A, é possivel notar que em pH 5,0 ambos os
tratamentos, RLs (650 mg/L) e RL-sacarose, resultaram na erradicacéo da populacéo
de L. monocytogenes. Sendo a eficdcia antibiofime do BS dependente da
concentracéo aplicada, uma vez que 300 mg/L dos RLs na auséncia do sal (Figura
15A) nado acarretou eliminacao total do microrganismo.

Figura 16: Atividade antibiofilme de RLs (650 mg/L) frente a L. monocytogenes ATCC 19112

em diferentes valores de pH, em 0 e 50% (m/v) de sacarose. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0 e (D)
pH 8,0.
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De maneira semelhante ao efeito do sal, em pH 6,0 ndo se observou diferencas
significativas entre os tratamentos com RLs realizados em 0 e 50% de sacarose
(Figura 16B). Para o pH 7,0 e pH 8,0 observou-se maior redu¢ao no numero de células
viaveis com a combinacdo RL-sacarose (3,65 logs), se comparados aos tratamentos
com os RLs isoladamente (1,50 e 1,06 logs respectivamente), sugerindo ao menos
para estes valores de pH melhor eficacia antimicrobiana dos RLs na presenca do
acucar (Figuras 16C e D).

A formacéo de biofilmes é um processo complexo e pode estar relacionada com
diversos fatores, como disposicdo de nutrientes, pH e presenca de solutos no meio.
(78) Além de interferir no desenvolvimento do microrganismo, tais condicées também
parecem afetar a atividade antimicrobiana dos RLs. Com os resultados obtidos,
observou-se maior agdo antibiofiime dos RLs frente a L. monocytogenes em meio
acido, pH 5,0, e em combinacdo com NaCl, e sacarose principalmente nos valores de
pH neutro e alcalino (pH 7,0 e 8,0), mantendo-se a tendéncia observada para as
células planctoénicas.

A remocédo de biofilmes pelos RLs pode envolver o enfraguecimento das
interacbes entre as células bacterianas e a superficie, e de interacbes bactéria-
bactéria devido a reducéo da tenséo superficial e interfacial, o que pode favorecer a
dispersédo de células do biofilme para o meio. Ademais, pode ocorrer a ligacdo do RL
com moléculas no quorum sensing de biofilmes maduros, o que também esta
relacionado com a dissipacéo do biofilme. (16,99)

Os RLs também podem solubilizar a matriz polimérica pela insercdo de sua
porcao hidrofébica na matriz, enquanto a porcao hidrofilica aponta para a fase aquosa,
favorecendo o desprendimento de exopolissacarideos (EPS) presentes na superficie,
facilitando a penetracdo do BS com consequente remocao das células para a solucéo
aquosa, resultando no retorno destas células para a forma planctdnica, o que pode
facilitar a agéo antimicrobiana dos RLs. (41,99)

A composicdo da matriz extracelular também pode interferir na atividade
antibiofilme de RLs. Segundo Silva, et al. (16) biofilmes formados em leite
apresentaram maior carater hidrofilico apos tratamento com os RLs, provavelmente
devido a solubilizacéo de carboidratos pelo BS, o que facilitou a interacdo com a agua
e consequente desagregacdo do biofilme (88,9%) de S. aureus. O que pode estar
relacionado com a maior eficacia na remocéao dos biofilmes de L. monocytogenes com

a combinacao RL-sacarose (Figura 16).
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5.3.3 Microscopia confocal em biofilmes

Imagens dos biofilmes de L. monocytogenes, nas diferentes condicdes
testadas, foram obtidas por microscopia confocal, utilizando-se o kit de fluoréforos
live/dead®, uma mistura de dois corantes fluorescentes que diferenciam células
viaveis, e células mortas. O corante SYTO™ 9 cora as células intactas de verde, e o
corante iodeto de propideo marca células danificadas de vermelho.

Com as imagens obtidas da superficie dos biofilmes bacterianos, € possivel
notar diferencas entre os controles e as amostras tratadas com o BS. Os biofilmes
controle foram formados em meio de cultura TSYEB e ap0s 24 horas, a maioria das
células se encontravam vivas (Figuras 17A e B), além de representarem biofilmes
robustos, com espessuras de 17,7 um e 16,1 um respectivamente. Apds o tratamento
com os RLs (300 mg/L), apenas em pH 5,0 observou-se a presenca majoritaria de
células mortas (Figura 17C), enquanto em pH 7,0 as células viaveis ainda persistiam,
conforme visualizado na Figura 17D, o que corrobora os resultados anteriores (Figuras
15A e C).

ApoOs a adicdo de RL combinado com 5% de NaCl, para o pH 5,0 observou-se
gue a maioria das células estavam coradas de vermelho (Figura 17E), e em pH 7,0
apesar de nao se eliminar por completo a populacéo de L. monocytogenes, verificou-
se que as células aparentam estar parcialmente marcadas com o corante iodeto de
propideo, vermelho (Figura 17F), o que pode sugerir que os RLs atuam danificando a

membrana celular, permitindo-se assim a entrada do corante.
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Figura 17: Microscopia confocal de biofilmes de L. monocytogenes apds coracéo com o kit de
fluoroforos live/dead®. (A) pH 5,0 controle, (B) pH 7,0 controle, (C) pH 5,0 RL 300 mg/L, (D) pH 7,0 RL
300 mg/L, (E) pH 5,0 5% NaCl RL 300 mg/L e (F) pH 7,0 5% NaCl RL 300 mg/L. Escalas de tamanho
correspondem a 20 um.

pH 5,0 pH 7,0

Controle

RL 300 mg/L

RL 300 mg/L 5% NaCl

A aplicacdo de RLs pode ocasionar alteracdes fisico-quimicas em

determinados tipos de superficies. Araujo, et al. (100), reportaram que superficies de
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poliestireno na presenca de RLs apresentaram uma reducdo no carater hidrofébico,
diminuindo a ocorréncia de interacfes hidrofébicas com a membrana celular dos
microrganismos, além de aumento no carater acido, sugerindo que grupos carregados
(-CO0O") estdo apontados para a fase aquosa, caracteristicas que podem estar
relacionadas com a atividade antiadesiva do BS consequentemente impedindo a
manutencdo de biofilmes. Além disso, BS podem induzir alteracdes hidrofébicas
caracteristicas ha membrana de células bacterianas, ocasionando modificacbes nas
propriedades de adesao e ligacdo em superficies, impedindo a formagéo de biofilmes
bacterianos mais robustos. (7) De fato, analisando-se as imagens (Figuras 17C, D, E
e F), observou-se uma menor quantidade de células nas superficies dos corpos de
prova apos 24 horas de tratamentos com os RLs, e RL-NaCl, se comparados aos
controles, o que pode estar relacionado com atividade antiadesiva e a remocéo de
células do biofilme. (17,100)

5.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Realizou-se a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para observar a
arquitetura de biofilmes de L. monocytogenes formados em meio TSYEB contendo
50% de sacarose, uma vez que nao foi possivel a sua visualizagdo por microscopia
confocal.

Analisando-se a Figura 18, é possivel notar a presenca de uma camada
espessa em torno das células, possivelmente composta pela matriz extracelular do
biofilme, principalmente nas amostras controle (Figuras 18A e B), o que pode ter
dificultado a penetracdo dos fluoroforos. Polissacarideos sdo os componentes
majoritarios e de maior importancia da matriz extracelular, e a presenca de sacarose
pode ter aumentado o contetdo de carboidratos da matriz, alterando funcées como
adesdo, e formacao de micro col6nias (101), interferindo na morfologia dos biofilmes
formados, sendo relatado para L. monocytogenes a formacé&o de clusters (102) assim

como visualizado neste trabalho.
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Figura 18: Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de biofilmes de L. monocytogenes em
TSYEB contendo 50% de sacarose. (A) pH 5,0 Controle, (B) pH 7,0 Controle, (C) pH 5,0 RL 650 mg/L
e (D) pH 7,0 RL 650 mg/L. Setas apontam células.
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Apés os tratamentos com 650 mg/L dos RLs, as células ficaram mais
aparentes, provavelmente devido a solubilizagdo da matriz pelo BS (16), setas

brancas apontam para as células, conforme as Figuras 18C e D.

5.4Determinacdo das concentragdes inibitéria minima de biofilme e de
erradicacdo minima de biofilme (CIMB) e (CEMB)

De modo a complementar o estudo da atividade antibiofilme dos RLs, optou-se
por trabalhar com placas de poliestireno do tipo peg lid. Apesar de ser uma técnica
mais onerosa, esta abordagem elimina questbes como a agregacdo das células
bacterianas apenas por sedimentacéo. (83)

Analisando-se os resultados de CIMB e CEMB obtidos para os RLs frente a

biofilmes de L. monocytogenes apés 24 horas de tratamento (Tabela 4), observou-se
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uma maior influéncia da adicao dos solutos na atividade antibiofilme dos RLs em pH
7,0, no qual a aplicacdo dos RLs isoladamente néo resultou em valores de CIMB e
CEMB, sendo estes considerados > 2500 mg/L. Em contrapartida, na presenga de 5%
de NaCl a aplicagdo de 39,0 mg/L dos RLs promoveu a inibicdo do biofilme, e a
combinacdo RL-sacarose (50%), resultou em atividade bactericida na concentracdo
de 156,25 mg/L dos RLs. Em pH 5,0, apesar de menos expressivo, observou-se
reducdo nos valores de CIMB e principalmente CEMB dos RLs na presenca do sal e
do acgucar.

Assim como nos testes com células planctdnicas e de atividade antibiofilme em
corpos de prova de poliestireno, observou-se melhor eficacia antimicrobiana dos RLs
isolados em pH 5,0, e maior influéncia da adicdo de NaCl e sacarose em pH 7,0, sendo
estes comportamentos possivelmente relacionados com a neutralizacdo de cargas
negativas presentes nas moléculas de RLs em condicdes de pH acima dos valores de

pka.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana de RLs (mg/L), em biofilmes de L. monocytogenes.

CIMB CEMB

TSYEB 19,5 78,1
pH 5,0 5% NaCl 9,7 9,7
50% Sacarose 19,5 19,5
TSYEB >2500 >2500
pH 7,0 5% NacCl 39,0 >2500
50% Sacarose 39,0 156,2

*CIMB- Concentracao Inibitéria Minima de Biofilme *CEMB- Concentra¢do de Erradicacdo Minima de
Biofilme.

A Figura 19, ilustra a microplaca ap6s a realizacdo do ensaio para
determinacdo dos valores de CEMB dos RLs com 72 horas de incubacéo, a qual

corrobora os resultados apresentados (Tabela 4).
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Figura 19: Fotografia ilustrando o ensaio para determinagdo dos valores de CEMB dos RLs
frente a biofilmes de L. monocytogenes, em pH 5,0 e 7,0, no meio TSYEB contendo 0, 5% NaCl e 50%
de sacarose (m/v).

pH 5,0 TSYEB
pH 5,0 5% NaCl
pH 7,0 TSYEB

De fato, observando-se a Figura 20, é possivel notar que os valores de CEMB
obtidos acarretaram total remocao dos biofilmes de L. monocytogenes em ambos os
valores de pH, apos 24 horas de tratamento. Além disso, a aplicacdo dos valores de
CIMB levaram a inibicdo do crescimento do microrganismo, mas nao a total eliminacéo
da populacéo.

Em pH 7,0, apesar de ndo se observar CEMB para os RLs e RL-NacCl, verificou-
se que a maior concentracao de RLs utilizada, 2500 mg/L resultou na reducgéo de 2,92
logs paras os RLs, e 5,65 logs para a combinagcdo com sal, se comparados aos
controles (Figuras 20D e E). Gomes e Nitschke (17), também relataram que os RLs
nao foram capazes de remover completamente biofilmes de L. monocytogenes
estabelecidos em superficies de poliestireno. Ademais, se comparados os efeitos da
adicdo de NaCl e sacarose na acdo antibacteriana dos RLs neste valor de pH, a
combinacdo com o agucar apresentou melhor resultado, o que pode estar relacionado
com diferencas na natureza quimica da matriz polimérica, assim como possiveis
alteracdes na organizacdo molecular dos RLs na presenca de sacarose, as quais
podem favorecem a interagéo e solubilizacdo da matriz e consequente eliminacao das

células.
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Figura 20: Atividade antimicrobiana de RLs contra biofilme de L. monocytogenes ATCC 19112
em diferentes valores de pH, na presenca de NaCl (0 e 5% (m/v)) e sacarose (50% (m/v)). (A) pH 5,0
ONacCl, (B) pH 5,0 5% NacCl, (C) pH 5,0 50% Sacarose (D) pH 7,0 0 NaCl, (E) pH 7,0 5% NacCl, (F) pH

5,0 50% Sacarose.
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Foi possivel observar diferencas nas concentracfes de RLs com relacdo aos

testes realizados com os corpos de prova e as placas do tipo peg lid. Sabe-se que o

desenvolvimento do biofilme depende da superficie a qual os microrganismos sao

aderidos, e apesar de ambos serem do mesmo material, as metodologias utilizadas

foram diferentes, o que pode ter influenciado o modo de agregacdo e estrutura

adotada pelas células quando na forma séssil, consequentemente afetando a

interacdo do BS com as bactérias.
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5.5Concentracdo Micelar Critica (CMC)

Para avaliar o efeito do pH, presenca de NaCl e sacarose na formacao de
micelas, determinou-se os valores de CMC para as solu¢cbes aquosas de RLs 300

mg/L (Tabelas 5 e 6) nas diferentes condi¢des.

5.5.1 Efeito do NaCl

Analisando-se os tratamentos realizados em um mesmo valor de pH, pode-se
observar como efeito da adicdo de NaCl a reducéo no valor de CMC correspondente,
efeito este crescente com o aumento da concentracdo de sal (Tabela 5), sendo mais
evidente nos valores de pH maior que 5,0. Em contrapartida, quando avaliados os
diferentes valores de pH, observou-se um aumento na CMC juntamente com o
aumento do valor de pH da solucédo. A reducdo nos valores de CMC de RLs pela
adicdo de NaCl ao meio também foi observada em estudos semelhantes, como por
Rodrigues, et al. (20), Abbasi, et al. (61), e Helvac, Peker e Ozdemir. (63)

Tabela 5: Valores de CMC (mg/L) de solu¢gbes aquosas de ramnolipideos (300 mg/L) em
diferentes valores de pH e concentracdo de NaCl.

%NaCl
0 1% 2% 5%
50 19,6 115 10,4 11,9

pH 6,0 932 319 174 1472
7,0 942 358 263 16,0
8,0 1214 391 256 155

O aumento do valor do pH esta relacionado com a presenca majoritaria de
moléculas de RLs carregadas negativamente, as quais tendem a se repelir,
dificultando a formacé&o de agregados, o que pode estar relacionado com o aumento
do valor da CMC observado. De fato, em pH 5,0, onde existe a prevaléncia de
moléculas de RLs em sua forma neutra mesmo na auséncia do sal, observou-se valor
de CMC menor, (19,6 mg/L), do que para os demais pH testados, nos quais os RLs
se encontram em sua forma ionizada.

Conforme se aumentou a concentracdo de sal observou-se uma redug¢ao nos
valores de CMC, principalmente em valores de pH neutro e alcalino, possivelmente

devido ao aumento da for¢a ibnica do meio e potencial neutralizacdo das cargas dos
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grupos carboxilicos desprotonados pela formacdo de uma camada difusa de ions Na*,
com consequente reducdo na repulsdo eletrostatica, o que tende a favorecer a
agregacdao e formacao de micelas. (60,61,63) Ademais, as moléculas de RLs tendem
a se rearranjar de modo que as unidades de ramnose interajam com 0 grupamento
carboxilico por meio de ligacdes de hidrogénio, deste modo, ocorre a formacéo de
uma camada mais compacta. A presenca de ions Na* ligados ao grupo carboxilico
pode ter resultado em um aumento do tamanho do dominio polar do BS, com

concomitante reducéo nos valores de CMC. (61,63)

5.5.2 Efeito da sacarose

Com relacéo ao efeito da adicdo de sacarose, em um mesmo valor de pH, a
presenca de menores concentracdes do acglcar resultou em uma tendéncia de
reducdo dos valores de CMC obtidos. Porém, ao se aumentar a concentracdo de
sacarose para 50%, observou-se um comportamento oposto, sendo os valores de
CMC maiores nestas condigbes se comparados aos RLs isoladamente. De maneira
semelhante ao efeito do NaCl, conforme o0 aumento dos valores de pH das solucgdes,

observou-se valores maiores de CMC, conforme a Tabela 6.

Tabela 6: Valores de CMC (mg/L) de solu¢des aquosas de ramnolipideos (300 mg/L) em
diferentes valores de pH e concentracdo de sacarose.

%Sacarose
0 5% 10% 25% 50%
5,0 19,6 12,4 24,8 39,7 25,6
pH 6,0 93,2 39,7 41,2 82,9 112,6

7,0 94,2 41,9 96,6 87,7 1171
8,0 121,4 119,7 1173 94,5 119,1

A presenca do agucar no meio tende a atenuar a carga negativa das moléculas
de RLs quando na forma ibnica, o que pode estar relacionado com a reducao dos
valores de CMC para a combinacdo RL-sacarose em 5% e 10%, nos diferentes
valores de pH. (64) No entanto, em concentragdes mais elevadas, a adi¢cado do agucar
pode levar ao aumento da viscosidade do meio, reduzindo a mobilidade molecular do
BS. (89) Além disso, pode ocorrer a formacao de camadas difusas do agucar em torno
das moléculas de RLs, o que pode dificultar sua aproximacdo para a formacao de

agregados, acarretando o aumento dos valores de CMC observados. (103)
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Acima dos valores de CMC, os BS tendem a se apresentar na forma de
agregados como micelas, vesiculas e lamelas. Segundo Raza, et al. (59), mudancas
no pH e na concentracdo de eletrélitos podem afetar o tipo e morfologia desses
agregados, o que pode estar diretamente relacionado com a atividade antimicrobiana
dos RLs, assim como observado por Otzen. (67) Abaixo da CMC, monémeros de RL
podem se inserir na membrana celular por meio de interacfes hidrofébicas entre o
dominio apolar dos fosfolipideos e do BS, porém a formacao de agregados acelera
este processo, facilitando a interagéo com a célula e levando a saturacdo da bicamada
lipideo-biossurfactante, o que por sua vez pode induzir a solubilizacdo da membrana.
(104,105)

De fato, neste trabalho, observou-se uma melhora na eficacia antimicrobiana
dos RLs tanto para L.monocytogenes quanto para E.coli, conforme adicdo de NaCl ao
meio, sendo este efeito mais pronunciado em pH 7,0 e 8,0, 0 que pode estar
relacionado com a reducado no valor da CMC nestas condi¢fes. Contudo, como para
a combinacdo RL-sacarose, na presenca de 50% do agUcar ndo se observou este
efeito, sugere-se que mais fatores estejam infuenciando a atividade antimicrobiana do
BS. Segundo Helvac, Peker e Ozdemir (63), o aumento da rigidez da monocamada
de BS pelo aumento da forga ibnica da solucdo, pode resultar em maior estabilidade
dos agregados formados pelo empacotamento molecular, facilitando a interacdo de
micelas dos RLs com as células bacterianas o que também pode estar relacionado
com aumento da eficacia dos RLs na presenca dos solutos.

Ademais, observou-se que na presenca de 5% de NaCl e 50% de sacarose,
(exceto pH 5,0), os valores de CMC encontrados foram semelhantes para todos os
valores de pH, o que corrobora os resultados de curva de crescimento (Figuras 10F e
13F), nos quais também se observou acdo bactericida dos RLs semelhante na

presenca dos solutos.

5.6 Avaliacao dos agregados moleculares de RLs

De modo a investigar a presenca e estrutura dos agregados de RLs, formados
em diferentes condi¢des de pH/solutos, foi realizada a microscopia de fluorescéncia.

Analisando-se as imagens obtidas (Figura 21), observou-se a formacdo de
micelas possivelmente esféricas em todas as condicfes testadas. Kondo, et al. (106),

observaram a formacao de estruturas esféricas de BS em solucéo, nas quais o corante



vermelho Nilo, que apresenta carater hidrofobico, se encontrava dissolvido no interior

da estrutura, semelhante aos resultados obtidos para os RLs.

Figura 21: Microscopia de fluorescéncia de estruturas micelares de ramnolipideos (1000 mg/L)
formados em solucéo aquosa. (A) pH 5,0, (B) pH 5,0 5% NaCl, (C) pH 5,0 5% Sacarose, (D) pH6,0, (E)
pH 6,0 5% NacCl, (F) pH 6,0 5% Sacarose, (G) pH7,0, (H) pH 7,0 5% NacCl, (1) pH 7,0 5% Sacarose, (J)
pH8,0, (K) pH 8,0 5% NacCl e (L) pH 8,0 5% Sacarose. Concentracdes de solutos em (m/v). Escalas de
tamanho correspondem a 20 pum.

5% NacCl 5% Sacarose

pH 5,0

pH 6,0

pH 7,0

pH 8,0

A adicdo de 5% de NaCl ao meio, acarretou o aumento de tamanho nos
agregados de RLs (1000 mg/L), mais significativamente em pH 7,0 e 8,0 (Figuras 21H
e K), se comparadas com as amostras sem adi¢c&o dos solutos, (Figuras 21G e J). Foi

possivel notar que a adicdo de 5% de sacarose também resultou em alteragbes de
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tamanho, porém de maneira menos expressiva do que para o sal (Figuras 21C, F, |l e
L). E em pH 5,0 e 6,0 observou-se menor influéncia dos solutos na agregacao e
tamanho das micelas de RLs formadas. Estes resultados sugerem que a atividade
antimicrobiana do BS possa estar relacionada com a formag&o de micelas maiores
em solucéo.

Em pH 5,0, as imagens obtidas apontam para a presenca de micelas com
tamanhos em torno de 50 pum mesmo sem adi¢do dos solutos (Figura 21A), além
disso, néo se observou diferencas significativas no formato e tamanho destas micelas
e 0s agregados formados na presenca de sal (Figuras 21A e B), sugerindo correlacéo
com os resultados de atividade antimicrobiana para L. monocytogenes, que foram
similares para este valor de pH (Tabela 1 e Figura 10A).

Para o pH 6,0 observou-se atividade bactericida semelhante para os RLs e RLs
combinados com os solutos, e 0 mesmo se observou para o tamanho das micelas
formadas (Figuras 21D, E e F). Em contrapartida, a presenca do sal e do acucar nos
valores de pH 7,0 e 8,0, nos quais existe o predominio de moléculas desprotonadas,
resultou em maior alteracdo nos tamanhos das micelas de RLs formadas com
consequente melhora na ag¢éao antimicrobiana do BS.

Ainda, comparando-se os diferentes valores de pH na presenca de 5% de NaCl
(Figuras 21B, E, H e K), foi possivel notar que a adicao de sal resultou na formacao
de agregados micelares com tamanhos semelhantes, o que também pode estar
relacionado com eficacia similar dos RLs observada nestas condicées.

Com relacédo a presenca de 5% de sacarose, observou-se um aumento de
tamanho dos agregados formados se comparadas as micelas de RLs isoladamente,
principalmente em pH 7,0 e 8,0, (Figuras 211 e L), o que corrobora os ensaios de
atividade antimicrobiana, nos quais se observou reducao dos valores de CIM e CBM
para L. monocytogenes com a combinacdo RL-sacarose (Tabela 3).

De modo a melhor caracterizar as solugbes de RLs quanto ao tamanho e
distribuicAo de agregados moleculares, realizou-se medidas de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS). As curvas de intensidade de espalhamento por tamanho
obtidas, nas diferentes condi¢fes, estdo representadas na Figura 22. Foi possivel
notar tendéncias de comportamento para os agregados de RLs formados (300 mg/L)

em relacdo a concentracao de NaCl e sacarose presente no meio e os valores de pH.
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Figura 22: Curva de distribuicdo de intensidade de espalhamento de luz por tamanho para
ramnolipideos em solugao aquosa (300 mg/L) em diferentes valores de pH contendo 5% (m/v) NaCl e
50% (m/v) sacarose. (A) pH 5,0, (B) pH 5,0 NacCl, (C) pH 5,0 Sac, (D) pH 6,0, (E) pH 6,0 NaCl, (F) pH
6,0 Sac, (G) pH 7,0, (H) pH 7,0 NaCl, (I) pH 7,0 Sac, (J) pH 8,0, (K) pH 8,0 NaCl e (L) pH 8,0 Sac.
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Em pH 5,0, e pH 6,0 observou-se que a adi¢cao de 5% de NaCl ao meio resultou
no deslocamento dos picos de intensidade por tamanho para a direita, indicando a
presenca de agregados maiores (Figuras 22A, B, D e E). Ja na presenca de 50% de
sacarose (Figuras 22C e F) os agregados de RLs formados aparentam ter tamanhos
semelhantes aos das amostras sem aditivos.
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Para o pH 7,0, apesar de ndo se observar um deslocamento, a adicdo do sal
acarretou aumento de intensidade no pico de maior tamanho, 2670 nm, o que indica
o predominio de estruturas maiores em solucao (Figuras 22G e H). E para o pH 8,0,
observou-se para os RLs isolados um pico de maior intensidade em torno de 190 nm,
(Figura 22J), enquanto em 5% de NaCl, o pico foi deslocado para a direita,
apresentando-se em torno de 459 nm (Figura 22K).

Os resultados de DLS corroboraram as imagens de microscopia de
fluorescéncia (Figura 21), indicando uma tendéncia de aumento de tamanho das
micelas de RLs formadas na presenca dos solutos. Além disso, pode-se observar que
mesmo em altas concentracbes de sacarose (50%), este efeito ainda foi mais
expressivo para a combinacdo dos RLs com o sal, o que pode estar relacionado com
a melhor eficacia antimicrobiana dos RL-NaCl se comparados com a combinac&o com
o agUcar.

Rodrigues, et al. (20), também atribuiram, por meio de microscopia de
fluorescéncia e DLS, o favorecimento de micelas de RLs maiores pela adicao de
NaCl, as quais provavelmente conferem a atividade antimicrobiana ao BS. Fato que
pode estar relacionado com a maior solubilizacdo da bicamada de fosfolipideos
presentes na membrana celular das bactérias pelas micelas. (105)

Com os valores de indice de polidispersao (PDI), tem-se informacdes sobre a
homogeneidade de distribuicdo de tamanhos dos agregados de RLs formados em
solucédo, eles variam entre 0, que indica uma amostra monodispersa, e 1, para
amostras totalmente heterodispersas. (20)

Analisando-se os resultados obtidos, notou-se uma tendéncia de pequeno
aumento nos valores de PDI com a adicdo de NaCl e sacarose no meio (Tabela 7), o
gue pode estar relacionado com maior heterogeneidade nos tamanhos moleculares
dos agregados de RLs formados, efeito que também pode ser visualizado pela
presenca de mais picos nas curvas de intensidade por tamanho. Perker, et al. (63),
também observaram a heterogeneidade no tamanho de agregados de RLs, e o
aumento da polidispersédo de acordo com a adicdo de eletrdlitos no meio. De fato,
devido aos altos valores de PDI, mesmo sem a adi¢ao de solutos, as solu¢des de RLs
(300 mg/L) séo caracterizadas como polidispersas e heterogéneas, o que corrobora a
presenca de diferentes tamanhos de agregados observados nas imagens de

microscopia de fluorescéncia. Rodrigues, et al. (20), relataram valores de PDI em torno
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de 0,5 para misturas de RLs em pH 7,0, assim como Silva, et al. (16), confirmando os

resultados deste trabalho.

Tabela 7: indice de polidisperséo (PDI) para solu¢cdes aquosas de ramnolipideos (300 mg/L)
em diferentes valores de pH e concentracdo de NaCl e sacarose.

pH
5,0 6,0 7,0 8,0
%NaCl/Sacarose 0 0,421+0,007 0,316+0,009 0,428+0,054 0,427+0,012

5% NaCl  0,585+0,022  0,279+0,005 0,426+0,194  0,465%0,037

50% Sac 0,533+0,018  0,604+0,009 0,573+0,030  0,991+0,009

Como observado, a adicdo de NaCl e sacarose a solucdo resultou em
alteracdes nos valores de CMC dos RLs. Além disso, por meio das imagens de
microscopia de fluorescéncia, pdde-se notar uma tendéncia de aumento no tamanho
dos agregados de RLs formados, mais expressivo para a combinacdo RL-NaCl,
corroborado pela andlise de DLS. Concomitantemente, observou-se um ligeiro
aumento do valor de PDI, o que sugere uma maior heterogeneidade de tamanhos de
agregados presentes em solucdo, sendo que estes efeitos aparentam ser
dependentes do valor de pH do meio.

Para o pH 5,0, no qual a molécula de RL se encontra majoritariamente na forma
protonada, observou-se pouca influéncia da adi¢do de solutos no comportamento dos
RLs. O valor de CMC para os RLs isolados neste pH foi 0 menor encontrado, e a
adicdo de NaCl, e sacarose resultou em pequena variagdo, assim como observado
para os valores de CIM e CBM para L. monocytogenes (Tabelas 1 e 3) e para as
micelas formadas em solucao (Figuras 21A, B e C), as quais ja apresentavam maior
tamanho mesmo na auséncia dos solutos. Tais condicfes podem estar relacionadas
com a melhor eficacia antimicrobiana dos RLs frente as células planctbnicas e
biofilmes em condi¢cdes de meio acido.

Para os valores de pH igual ou maiores a 6,0, observou-se maior variagao nos
valores de CMC dos RLs, bem como para CIM e CBM frente a L. monocytogenes,
com a adicao do sal e do acgucar, provavelmente devido a atenuacao das cargas nas
moléculas de RLs pelos ions Na* e pelas moléculas de sacarose. Além disso, em

combinac¢do com os solutos observou-se uma tendéncia no aumento de tamanho dos
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agregados do BS formados, o que pode estar relacionado com o aumento da eficacia
bactericida dos RLs observada. O sal apresentou maior influéncia sobre o
comportamento do BS, provavelmente devido a maior capacidade de neutralizacéo
de cargas negativas. Desta forma, sugere-se que o tamanho das micelas de RLs e a
presenca de cargas nas moléculas podem estar relacionados com a atividade

antimicrobiana do BS.

5.6.1 Interacdo das células bacterianas com micelas de RLs.

Visando observar uma possivel interacdo entre os agregados de RLs e as
células de L. monocytogenes, foram obtidas imagens de microscopia de fluorescéncia
e microscopia confocal. Trabalhou-se com os valores de pH 5,0 e 7,0, na presenca de
5% NaCl e 5% de sacarose.

Observando-se a Figura 23, é possivel notar que mesmo sob os diferentes
valores de pH e presenca dos solutos, as células bacterianas apresentaram a mesma
tendéncia de comportamento, permanecendo proximas as micelas de RLs. Além
disso, foi possivel diferenciar as células das micelas, uma vez que apenas as
moléculas de RLs foram coradas pelo fluoréforo vermelho Nilo.

Realizou-se entdo a microscopia confocal, de modo a verificar com maior
resolucao, o arranjo de células na presenca de micelas de RLs em solucdo. Optou-se
por trabalhar apenas com a combinacdo RL-NaCl, pois estes apresentaram maior

eficacia bactericida nos testes anteriores.
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Figura 23: Microscopia de fluorescéncia de agregados micelares de ramnolipideos (1000 mg/L)
e células de L. monocytogenes (ATCC 19112). Imagens obtidas com auxilio de filtro verde (535 nm) e
em campo claro. (A) pH 5,0 5% Nacl, (B), pH 7,0 5% NacCl e (C) pH5,0 5% de sacarose. Concentracfes
de solutos em (m/v).
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Analisando-se a Figura 24, é possivel notar a mesma tendéncia de
comportamento observada com as imagens de microscopia de fluorescéncia.
Ademais, a presenca do microrganismo no meio nao afetou a formacao de micelas do
BS.
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Figura 24: Microscopia confocal de agregados micelares de ramnolipideos (1000 mg/L), e
células de L. monocytogenes (ATCC 19112). Imagens obtidas com fluorescéncia, em campo claro e
com a sobreposi¢éo de ambas. (A) pH 5,0 5% NaCl, (B), pH 5,0 5% NaCl com L. monocytogenes, (C)
pH7,0 5% NacCl, (D) pH 7,0 5% NaCl com L. monocytogenes.
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Comparando-se o sal e o acucar, ndo foi possivel notar diferencas de
comportamento para o microrganismo, de modo que as bactérias tendem a ser
atraidas para as proximidades das micelas de RLs quando combinados com ambos.

O mecanismo de acdo dos RLs ainda ndo é completamente elucidado, porém
sugere-se que o BS tenha a membrana celular como alvo primario devido a
semelhanca entre as moléculas, o que pode estar relacionado com a afinidade entre
as células de L. monocytogenes e as micelas de RLs observada nas imagens de
microscopia. (66)

Segundo Sotirova, et al. (66), os RLs podem se inserir nas membranas das
células bacterianas alterando sua permeabilidade, podendo levar a formacao de poros
transmembrana que facilitam a entrada de agentes antimicrobianos, chegando a
promover eventuais rupturas e consequentemente morte celular. Além disso, os BS
podem alterar a hidrofobicidade das células, pela reducdo do conteudo de
lipopolissacarideos presentes nas membranas. Tais mudancas podem levar a
alteracdes na morfologia das células. (107) Ferreira, et al. (15), compararam células
controle e células tratadas com RLs por meio de imagens de MEV, nas quais pbde-se
observar que algumas das células tratadas com RLs tiveram sua morfologia alterada,
apresentando cavidades e aumento da rugosidade, o que corrobora a formacao de
poros transmembrana e o mecanismo de acdo proposto. Estes estudos indicam que
a eficacia bactericida dos RLs pode estar relacionada com a alta afinidade das micelas
com as membranas bacterianas, o que suporta os resultados obtidos neste trabalho.
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6. Conclusdes

A adicao de NaCl e sacarose ao meio resultou em um aumento significativo da
eficacia antimicrobiana e antibiofilme dos ramnolipideos. A linhagem Gram-positiva,
L. monocytogenes, apresentou maior sensibilidade aos tratamentos, observando-se
reducao nos valores de CIM e CBM dos RLs com a adi¢édo dos solutos, especialmente
nos valores de pH 7,0 e 8,0, nos quais se obteve valores de CBM somente para as
combinac¢des RL-NaCl e RL-sacarose, além disso, o sal e o acucar contribuiram para
a eliminacédo da populagéo de células planctdnicas viaveis, bem como para a reducéo
e erradicacao de biofilmes ap6s 24 horas de tratamento com o BS. A adicao de NaCl
também contribuiu para a inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa, E. coli,
pelos RLs, resultando em efeito bacteriostatico em células planctdnicas. A atividade
antimicrobiana dos RLs se mostrou dependente do valor de pH, sendo mais efetiva
em pH 5,0, o qual apresenta o predominio da forma molecular ndo-iénica.

A presenca dos solutos também resultou em aparente aumento de tamanho
dos agregados de RLs formados, principalmente em pH 7,0 e 8,0, nos quais as
moléculas do BS se encontram majoritariamente na forma anidnica, sendo este efeito
mais expressivo para a adicdo do sal, além disso, observou-se uma redugdo nos
valores de CMC com o aumento da concentracdo de NaCl e em menores
concentracdes de sacarose, 0 que sugere uma relagédo entre a agregacao micelar e a
eficacia da atividade bactericida dos RLs. A adi¢cdo de NaCl ao meio resultou em maior
influéncia sobre o comportamento do BS, principalmente nos valores de pH neutro e
alcalino, provavelmente devido a neutralizacdo das cargas negativas presentes nas
moléculas dos RLs, o que pode facilitar a interacdo de micelas do BS com as
membranas das células bacterianas, com consequente acao bactericida.

As combinacdes RL-NaCl e RL- sacarose apresentaram agao antimicrobiana
contra as bactérias testadas, em uma ampla faixa de pH, o que torna promissora sua
exploragdo no desenvolvimento de estratégias inovadoras para o0 controle de

patogenos na industria de alimentos.
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7. Sugestdes para trabalhos futuros

Avaliar atividade dos RLs e suas combinacfes com 0s solutos sobre
biofilmes formados por maior periodo, além de biofilmes multiespécies;
Avaliar atividade antimicrobiana de homélogos de RLs puros, mono-RL e
di-RL;

Realizar testes antimicrobianos em modelos alimentares contendo NaCl e
sacarose;

Verificar a morfologia dos agregados moleculares de RLs por meio de
Criomicroscopia Eletrénica de Transmissao (Cryo-EM);

Verificar eficacia antimicrobiana frente a menores populacdes de

microrganismos.
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APENDICE

APENDICE A- Triagem de microrganismos

Efeito do NaCl

Ao se avaliar o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com

relacdo a sua tolerancia a concentracao (%om/v) de NaCl presente no meio de cultura

TSYEB (Tabelas 8, 9 e 10), pode-se destacar que para a maioria das linhagens

testadas a quantidade limitante foi a de 5% de NaCl.

NacCl.

Tabela 8: Sensibilidade de linhagens de L. monocytogenes as concentragdes crescentes de

Linhagens

ATCC ATCC ATCC ATCC
7644 15313 19112 19117

0O +++ +++ +++ +++

1% +++  +++ +++ +++

%NaCl 2% +++ +++ +++ +++
5% +++  +++ +++ +++

7,5% + + + +

10% - = = =

Tabela 9: Sensibilidade de linhagens de B. cereus as concentracdes crescentes de NaCl.

Linhagens
ATCC ATCC ATCC ATCC CCGB
10876 11778 33018 33019 0426

0 +++ ++ ++ +H+

1% | +++ ++ ++ +H+

%NaCl 2% +++ ++ ++ +++  +++
5% | ++ ++ 1/2+ | +++  +++

75% + 1/2+ | 1/6+ 1/2+ 1/2+

10% =
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Tabela 10: Sensibilidade de linhagens de E.coli e S.enterica as concentragdes crescentes de

NacCl.

Linhagens

E. coli

S. enterica

ATCC ATCC ATCC ATCC

43895 25922 13076 14028
0
1%
%NaCl 2%
5%
7,5% - 1/2+
10% - -

+-

1/4+

Combinando-se as variaveis, concentracdo de NaCl e pH, pode-se observar
como representado nas Tabelas 11, 12, 13, e 14, uma reducdo no crescimento

bacteriano em meio TSYEB em pH 5,0 quando comparados com pH 6,0, 7,0 e 8,0,

principalmente para as linhagens de bactérias Gram-positivas, e a concentracao

limitante de NaCl manteve-se em 5% (m/v).

Tabela 11: Crescimento microbiano das linhagens de L. monocytogenes de acordo com
variagfes de NaCl e pH.

ATCC 7644 ATCC 15313
pH pH
50 6,0 7,0 50 6,0 7,0
0 0 1/2+
1% 1/2+ 1% 1/2+
%NaCl 2% 1/2+ %NacCl 2% 1/2+
5% 1/2+ 5% 1/2+
7,5% 1/2+ 1/2+ 1/2+ 1/2+ 7,5% 1/2+ 1/2+ 1/2+ 1/2+
10% - 1/2+ 1/2+ 1/2+ 10% - 1/2+ 1/2+ 1/2+
ATCC 19112 ATCC 19117
pH pH
50 60 7,0 50 6,0 7,0
0 1/2+ 0 1/2+
1% 1/2+ 1% 1/2+
%NaCl 2% 1/2+ %NaCl 2% 1/2+
5% 1/2+ 5% 1/2+
7,5% 1/4+ 1/2+ 1/2+ 7,5% 1/2+

10%

|

- 1/4+ 1/4+ 1/4+

10% - 1/2+ 1/2+ 1/2+
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Tabela 12: Crescimento microbiano das linhagens de E.coli de acordo com varia¢fes de NaCl

e pH.
ATCC 43895 ATCC 25922
pH pH
50 6,0 7,0 8,0 50 6,0 70 38,0
0 0
1% 1%
%NaCl 2% %NaCl 2%
5% 5%
7,5% 7,5% -
10% - - - - 10% - - - -

g N

Tabela 13: Crescimento microbiano das linhagens de S. enterica de acordo com variacdes de
NacCl e pH.

ATCC 14028 ATCC 13076
pH
50 6,0 7,0 8,0
0 0
1% 1%
%NaCl 2% %NaCl 2%
5% 5% +
7,5% + + + + 7,5% 1/2+ 1/2+ 1/2+ 1/2+
10% 1/8+ 1/8+ 1/8+ 1/8+ 10% - 1/8+ 1/8+ 1/8+

-




110

Tabela 14: Crescimento microbiano das linhagens de B. cereus de acordo com variacdes de

NaCl e pH.
ATCC 10876 ATCC 11778
pH pH
50 60 7,0 38,0 50 6,0 7,0 38,0
0 + ++ 4+ 0 + ++ 4+
1% 1/2+ | ++ +++ +++ 1% 1/2+  +  +++ +++
%NaCl 2% 1/4+ ++ +++ +++ %NaCl 2% 1/4+ + @ +++ +++
5% 1/8+ + ++  ++ 5% 1/6+ 1/4+ + +
7,5% - 1/8+ + + 7,5% 1/8+ 1/6+ 1/6+ 1/6+
10% - - 1/8+ 1/8+ 10% - - - -
ATCC 33018 ATCC 33019
pH pH
50 60 7,0 38,0 50 6,0 7,0 38,0
0 +++ +++  +++  +++ 0 4+  +++ A+
1% | ++ +++ +++ +++ 1% ++  +++  +++  +++
%NaCl 2% | + ++ ++ ++ %NaCl 2%+ +++  +++
5% - 1/8+ + + 5% - + + +
7,5% - - 1/6+ 1/6+ 7,5% - 1/8+ 1/6+ 1/6+
10% - - - - 10% - - - -
CCGB 0426
pH
50 60 7,0 38,0
0 ++ +++ +++  +++
1% ++  +++  +++
%NaCl 2%+ +++
5% - + ++  ++
75% - 1/8+ 1/6+ 1/6+

10% - =

A partir desta triagem inicial, definiu-se para o0s préximos ensaios, a
concentracdo maxima de 5% (m/v) de NaCl em meio de cultura TSYEB, além de se
variar o pH das solu¢cdbes em uma faixa de 5,0, a 8,0. Selecionou-se entdo as
linhagens, L. monocytogenes (ATCC 19112), E. coli (ATCC 25922), S. enterica
(14028) e B. cereus (33018).

Nos testes de determinacdo de CIM e CBM, para a linhagem de B. cereus
(ATCC 33018), também pbdde-se observar uma ligeira melhora na acdo bactericida
dos RLs conforme adi¢cdo de NaCl no meio de cultivo (Tabela 15). Porém como em
pH 5,0 o aumento da concentragdo de NaCl no meio inibe o crescimento do

microrganismo, optou-se por ndo dar seguimento ao trabalho com esta bactéria.
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Tabela 15: Efeito da variacdo de pH e concentracdo de NaCl na atividade antimicrobiana de
RLs frente a B. cereus (ATCC 33018).

%NacCl
0 1% 2% 3% 4% 5%
CIM* CBM** CIM* CBM* CIM* CBM** CIM* CBM** CIM* CBM** CIM* CBM**
50 48 4.8 4,8 9,7 4.8 9,7 - - - - -
pH 6,0 97 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 4.8 4.8
70 97 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7
80 781 781 39,0 39,0 39,0 390 195 195 195 195 195 195
*CIM- Concentracdo Inibitéria Minima **CBM- Concentracdo Bactericida Minima.
Concentrac6es de ramnolipideos utilizadas estdo em mg/L.

Ademais, foram testadas linhagens de S. enterica (ATCC 13076), (ATCC
14028) e (ATCC 19430), S. choleraesuis (INCQS 00238), E. coli (ATCC 43895) e C.
sakasakii (ATCC 29004), porém estas nao apresentaram valores de CIM para os RLs,
RL-NaCl dentro das condig¢fes testadas (CIM >2500 mg/L).

Efeito da sacarose

A adicao das diferentes concentracdes de sacarose ao meio TSYEB (0-50%
m/v), apresentaram pouca influéncia no crescimento bacteriano de L. monocytogenes
e E.coli (Tabela 16), sendo possivel a utilizacdo de até 50% de sacarose para
realizacdo dos ensaios com 0s RLs.

Neste experimento, foi necessario o uso do corante MTT, (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide 98%- Sigma®), para melhor visualizacdo do crescimento
microbiano, pois para as maiores concentracfes de acucar testadas, 30%, 40% e
50%, nao foi possivel notar aumento de turbidez dos meios apds incubacdo com os

microrganismos.
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Tabela 16: Crescimento microbiano* das linhagens de L. monocytogenes e E.coli de acordo

com variagfes de sacarose e pH.

L. monocytogenes ATCC 19112
pH
50 6,0 7,0 8,0

0
5%
%SAC 10%
20%
25%
30%
40%
50%

-l

E. coli ATCC 25922

pH
50 6,0 7,0 8,0

0
5%
%SAC 10%
20%
25%
30%
40%
50%

*Classificacao de crescimento feita com base na intensidade da coloracédo ap6s aplicacéo do corante

MTT.
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APENDICE B- Perfil de crescimento microbiano, valores de densidade 6ptica
pelo tempo, na presenca de RLs-NaCl

A Figura 25 representa o perfil de crescimento para L. monocytogenes apos 48
horas de incubag&o em contato com 300 mg/L de RLs. Comparando-se os diferentes
valores de pH, é possivel notar que em pH 5,0 e 6,0, ndo se observou diferenca
significativa entre os tratamentos com RLs sem adicdo de NaCl e contendo 5% (m/v),
sendo os RLs e a combinacdo RL-NaCl responsaveis pela reducdo dos valores de
D.O a praticamente 0, (Figuras 25A e B). Em contrapartida, para o pH 7,0, constatou-
se para 0s RLs na auséncia de NaCl, um aumento nos valores de D.O apds 24 horas
de incubacéo, (Figura 25C) e para o pH 8,0 a diferenca entre os tratamentos com RLs
se tornou mais evidente, observando-se valores de D.O proximos de 0 somente em

meio contendo 5% de NacCl, (Figura 25D).
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Figura 25: Perfil de crescimento L. monocytogenes ATCC 19112 em diferentes valores de pH,
na presenca de 300 mg/L de RLs em 0 e 5% de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0 e (D) pH 8,0.
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Realizou-se 0 mesmo ensaio para E.coli, (Figura 26). E possivel observar que
independentemente do valor de pH, as amostras tratadas com 300 mg/L de RLs na
auséncia de NaCl apresentaram valores de D.O semelhantes as amostras controle,
sem adicdo do BS. Ademais, quando na presenca de 5% de NaCl, observou-se a
reduc@o no crescimento microbiolégico pelos RLs, principalmente nas primeiras 24

horas de incubacao.
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Figura 26: Perfil de crescimento E.coli ATCC 25922 em diferentes valores de pH, na presenca
de 300 mg/L de RLs em 0 e 5% de NaCl. (A) pH 5,0, (B) pH 6,0, (C) pH 7,0 e (D) pH 8,0.
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Assim como nos ensaios para determinacdo das curvas de crescimento, para

ambas as bactérias testadas, foi possivel notar uma diferenca significativa entre os

tratamentos realizados sem adicdo e em meios contendo 5% (m/v) de NaCl. O que

confirma a hipétese da melhora na eficacia antimicrobiana dos RLs quando na

presenca do sal.



