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RESUMO 

GOUVEIA, M. A. Efeito do pH e força iônica na atividade antimicrobiana de 

ramnolipídeos frente ao Staphylococcus aureus. 2023. Dissertação (Mestrado) – Escola de 

Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2023. 

 

As doenças transmitidas por alimentos (DTA) causam significativa mortalidade nos países em 

desenvolvimento, sendo as bactérias os principais agentes responsáveis por estas patologias. As 

doenças envolvendo Staphylococcus aureus podem ser causadas tanto pela infecção quanto pela 

intoxicação do organismo hospedeiro, devido a ingestão de alimentos contaminados. A 

resistência bacteriana aos antibióticos convencionais, junto ao interesse por antimicrobianos 

mais sustentáveis, demanda a busca por métodos alternativos de controle. Neste contexto, a 

utilização de biossurfatantes (BS), como os ramnolipídeos (RL), se mostra promissora uma vez 

que apresentam baixa toxicidade, são biodegradáveis e sintetizados a partir de fontes 

renováveis. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pH e da força iônica na 

atividade antimicrobiana dos RL frente a formas planctônicas e sésseis de S. aureus. Os 

resultados revelaram que o aumento do pH de 5 para 8 resultou no aumento da concentração 

inibitória mínima (CIM) de 78,12 mg/L para >2500 mg/L. Da mesma forma, a presença de 

NaCl favoreceu a atividade antimicrobiana dos RL em todos os pH testados, reduzindo os 

valores de CIM. As células livres de S. aureus se mostraram mais sensíveis ao tratamento com 

RL comparativamente aos biofilmes. Apesar da maior resistência dos biofilmes, a presença de 

RL foi capaz de reduzir a quantidade de células viáveis em até 3,8 unidades logarítmicas. A 

força iônica e o pH influenciam de forma significativa a atividade antimicrobiana do RL frente 

a   Staphylococcus aureus, sugerindo potencial para aplicação em alimentos ácidos e salgados.  

 

Palavras-chave: Força iônica. Biossurfatante. Biofilmes. Ramnolipídeo. S. aureus. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

GOUVEIA, M. A. Effect of pH and ionic strength on antimicrobial activity of 

rhamnolipids against Staphylococcus aureus. 2023. Dissertação (Mestrado) – São Carlos 

School of Engineering, University of São Paulo, 2023. 

 

Foodborne diseases (FBD) are important causes of mortality in developing countries and 

bacteria one of the main agents responsible for such pathologies. Staphylococcus aureus are 

harmful by both infection and intoxication of the host organism caused by the ingestion of 

contaminated food. Bacterial resistance to conventional antibiotics, together with the interest in 

more sustainable antimicrobials, demands the search for alternative methods of control. In this 

context, the use of biosurfactants (BS), such as rhamnolipids (RL), is promising since they have 

low toxicity, are biodegradable and synthesized from renewable sources. The main objective of 

this study was to evaluate the effect of pH and ionic strength on antimicrobial activity of RL 

against planktonic and sessile forms of S. aureus. The results show that increasing pH from 5 

to 8 also increased the minimal inhibitory concentration (MIC) from 78.12 mg/L to > 2500 

mg/L. In the same way, the presence of NaCl improved the antimicrobial activity of RL in all 

pH tested, reducing the MIC values. Free S. aureus cells were more sensitive to RL treatment 

compared to biofilms. Despite the higher resistance of biofilms, the presence of RL was able to 

reduce the amount of viable cells in 3.8 log units. Ionic strength and pH has a significant effect 

on the antimicrobial activity of RL against  Staphylococcus aureus cells, suggesting potential 

for application in acidic and salty foods. 

 

Keywords: Ionic strength. Biosurfactant. Biofilm. Rhamnolipid. S.aureus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A ocorrência das Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) têm 

crescido significativamente a nível mundial. De acordo com o Ministério da Saúde, esse 

crescimento está relacionado com o aumento populacional e a existência de grupos mais 

vulneráveis ou expostos, ao processo de urbanização desordenado, além da necessidade 

de produção alimentícia em larga escala (BRASIL, 2010).  Estima-se que 600 milhões - 

quase uma em cada dez pessoas no mundo - adoeçam após a ingestão de alimentos 

contaminados (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DE SAÚDE/ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE – OPAS/OMS, 2019). 

Alimentos inseguros representam uma ameaça à saúde pública global, colocando 

em risco diversos grupos de pessoas, desde recem-nascidos, crianças, mulheres grávidas 

e idosos até portadores de doenças subjacentes. Dados mostram que em média 220 

milhões de crianças contraiam diarréias, causando 96.000 óbitos por ano (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION – WHO/OMS, 2019) além disso, alimentos contaminados 

podem provocar mais de 200 tipos de doenças, desde diarreias até câncer 

(LABOISSIÈRE, 2015). A segurança alimentar é de grande importância, uma vez que a 

inocuidade dos alimentos contribuí não só para a saúde humana, mas também para 

prosperidade econômica, agricultura, acesso ao mercado, turismo e desenvolvimento 

sustentável (OPAS/OMS, 2019). 

As DTA  tornam-se, cada vez mais, um fator preocupante nas indústrias do setor 

alimentício, que devem dedicar-se à segurança e qualidade dos seus produtos uma vez 

que a veiculação de alimentos contaminados pode gerar, além de perdas econômicas, 

danos à saúde dos consumidores. A quantidade de infecções causadas por bactérias 

resistentes tem tornado a maioria dos antibióticos de amplo espectro disponíveis 

inválidos. Estudos estimam que até 2050, a progressão da resistência antimicrobiana será 

responsável por até 10 milhões de mortes anuais, atingindo um retrocesso semelhante ao 

que foi vivenciado na era pré-antibiótica (BAKER, 2015; MARAGON, 2019; O’NEILL, 

2016). 

Devido a preferência dos consumidores por aditivos naturais, além da 

preocupação com a saúde e consciência ambiental é crescente a demanda por aditivos 

"verdes", aqueles que não agridem o meio ambiente e proporcionam ao consumidor 

produtos isentos de conservantes artificiais (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 

2015; VOON; BHAT; RUSUL, 2012). Uma alternativa para estes aditivos, são os 
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biossurfatantes (BS), moléculas tensoativas produzidas por microrganismos que 

apresentam baixa citotoxicidade e biodegradabilidade, ampliando a vertente de 

aplicações em relação aos surfatantes sintéticos por serem compatíveis com o meio 

ambiente e produzidos a partir de substratos renováveis  (ARAB; MULLIGAN, 2014; 

SINGH et al., 2017). Assim, os BS representam uma importante ferramenta de inovação 

além de uma alternativa mais sustentável, preenchendo as atuais demandas do mercado. 

Os ramnolipídeos (RL) são biossurfatantes da classe dos glicolipídeos 

sintetizados especialmente por bactérias do gênero Pseudomonas. Estes BS além de 

atividade tensoativa e emulsificante, também apresentam ação antimicrobiana e 

antibiofilme frente aos patógenos alimentares, incluindo bactérias, fungos e leveduras e, 

devido a sua versatilidade, são considerados ingredientes multipropósito no 

processamento dos alimentos (ABALOS et al., 2001; HABA et al., 2003; NITSCHKE; 

SILVA, 2018). Em trabalho recente foi demonstrado que os RL são mais efetivos na 

inibição de patógenos alimentares Gram-positivos quando o pH está entre 5-6.  Além do 

aspecto sensorial, a adição de cloreto de sódio ajuda a preservar a qualidade dos 

alimentos, inibindo o desenvolvimento dos microrganismos. Por outro lado, alguns 

patógenos alimentares como S. aureus e Listeria monocytogenes são capazes de 

sobreviver na presença de altos níveis de NaCl, causando sérios riscos de contaminação. 

Estudos preliminares mostraram também, que o aumento da força iônica influenciou a 

ação antimicrobiana de RL frente ao S. aureus (DÖTSCH et al., 2009; DOYLE; GLASS, 

2010; FERREIRA et al., 2017; VIEIRA, 2018).  

Considerando que a maioria dos alimentos apresenta pH na faixa ácida e muitos 

são acrescidos de sal,  é importante avaliar o efeito destes parametros visando futura 

aplicação dos RL no controle de patógenos de importancia alimentar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) 

O termo Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) é genérico, utilizado para 

síndromes, geralmente acompanhadas por anorexia, náuseas, vômitos e/ou diarreia. São 

decorrentes da ingestão de alimentos ou água contaminados, podendo a contaminação 

ser de origem microbiana ou de toxinas, príons, agrotóxicos, produtos químicos e metais 

pesados. Essa contaminação pode ocorrer tanto em domicílios, quanto pelo ambiente e 

procedimentos de higiene ineficazes. Assim, a ingestão de alimentos sem padrões 

sanitários constitui um grande risco à segurança alimentar (FREITAS, 2005; SORAGNI; 

BARNABE; MELLO, 2019; TONDO; BARTZ, 2014;).  

Nos últimos anos, as DTAs se tornaram uma causa de morbidade e mortalidade 

no mundo, sendo um dos maiores problemas de saúde pública, atingindo toda a 

população, principalmente crianças, idosos e as classes menos favorecidas. Estima-se 

que o problema irá aumentar durante o século 21, principalmente devido as várias 

mudanças globais, que incluem crescimento populacional, pobreza, exportação de 

alimentos e rações animais, dentre outros fatores que influenciam a segurança alimentar 

internacional (DIRETORIA DE ABASTECIMENTO, 2017; WELKER et al., 2010). A 

prevenção das DTAs evita que ocorram contaminações e surtos na população, para isso, 

é necessário que a distribuição de água e alimentos tenham condições adequadas de 

saneamento. As contaminações  bacterianas estão ligadas a maioria dos casos de 

intoxicações alimentares e, durante o período de 2000 e 2015, os agentes causadores de 

DTAs mais comuns foram Salmonella spp.; Staphylococcus aureus.; Escherichia coli e 

Bacillus cereus (BRASIL, 2015, 2019; KARRAS, 2000).  

As DTA podem se manifestar de várias formas, como por exemplo, infecções, 

intoxicações e toxinfecções alimentares. As infecções alimentares resultam da ingestão 

de alimentos contaminados com os microrganismos. As intoxicações alimentares 

ocorrem na presença das toxinas dos microrganismos no alimento ingerido. Enquanto as 

toxinfecções alimentares se dão pela ingestão de alimentos com certa quantidade de 

microrganismos patogenicos, capazes de produzir e ou liberar toxinas após ingeridos 

(ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE – OPAS, 2001). Os alimentos 

contaminados, normalmente incluem ovos, massas, leite, carnes processadas e peixes. 
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2.2. Staphylococcus aureus 

 

Os estafilococos foram observados pela primeira vez por Kock, em 1878, isolado 

de um ferimento purulento e, em 1881, a primeira publicação citando a forma de cocos 

e a presença desses microorganismos em abcessos agudos e crônicos. S. aureus constitui 

um dos principais grupos bacterianos presentes na microbiota humana, sendo encontrado 

na pele, cavidades nasais, intestinos e no trato urinário em menor proporção. Pelo menos 

60 espécies e subespécies de Staphyloccocus são descritos na literatura, além dos 15 

subgrupos filogeneticamente relacionados (DONG et al., 2011; FRANK et al., 2010; 

GAO et al., 2010; LAMERS et al., 2012; RUPP; SOPER; ARCHER, 1992; 

SANNASIDDAPPA et al., 2011;). 

Os Staphylococcus aureus são células Gram-positivas na forma de cocos (0,5-1,5 

μm de diâmetro), são imóveis, não formam endósporos, não capsulados ou com uma 

formação limitada de cápsula, estão organizados em arranjos individuais, aos pares, em 

tétrades, em cadeias curtas (3-4 células) e em agrupamentos irregulares característicos 

semelhantes a cachos de uva (Figura 1). São aeróbios ou anaeróbios facultativos, 

quimiorganotróficos com metabolismo respiratório e fermentativo, tendo o crescimento 

mais rápido e abundante em condições aeróbicas. Normalmente são catalase-positivos e 

oxidase-negativos. As colônias são geralmente opacas, podendo variar sua coloração do 

branco ao laranja. Geralmente são halotolerantes, crescendo em meios que contenham 

até 10% de sal (NaCl), e a temperatura ótima de crescimento entre 30-37°C, podendo 

resistir ao congelamento até -20°C. Podem crescer na faixa de pH entre 4 a 9,8 com pH 

ótimo entre 6 e 7 (FRANCO, 2008; GÖTZ; BANNERMAN; SCHLEIFER, 2006; HOLT 

et al., 1994; WHITMAN et al., 2012). 

 

Figura 1 – Células de S. aureus capturada por microscopia eletrônica de 

varredura 

 

Fonte: Centro de Pesquisa e Inovação em Biodiversidade e Fármacos (2018). 
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Embora esteja presente na microbiota humana, o S. aureus é considerado um dos 

principais agentes infecciosos hospitalares; além de intoxicações, também podem causar 

infecções relacionadas à sua capacidade de multiplicação e disseminação nos tecidos do 

hospedeiro; seu período de incubação é  de 1 até 6 horas, podendo causar desde uma 

simples espinha, até pneumonia, meningite, endocardite, síndrome do choque tóxico e 

septicemia. A intoxicação alimentar se deve a presença de uma toxina resistente a fervura 

e pasteurização. O risco de um surto de infecção é mais alto quando manipuladores dos 

alimentos apresentam infecções cutâneas, que ao entrar em contato com os alimentos 

mal acondicionados, pode gerar contaminação (BOYCE, 2019; LIMA et al., 2015; 

SANTOS et al., 2007; TONDO; BARTZ, 2014). 

É um microrganismo único quando comparado a outros clinicamente relevantes, 

por apresentar três características: fatores de virulência, capacidade de desenvolver 

resistência a antibióticos, além de ser responsável por infecções nosocomiais e 

comunitárias (JACOBSSON, 2009). A capacidade de colonização e patogenicidade do 

S. aureus se deve a fatores de virulência, que permitem aderência às células do 

hospedeiro ou à matriz extracelular, proporcionando invasão celular, penetração tecidual 

ou adesão à superfícies como catéteres e próteses. Os diferentes mecanismos de 

sobrevivência, conferem proteção e permitem a disseminação do microrganismo. Além 

de produzirem exoproteínas contribuíntes para sua capacidade de colonização e 

infecções em hospedeiros mamíferos, quase todas as cepas do S. aureus secretam 

enzimas e citotoxinas, estas toxinas são produzidas principalmente quando certas cepas 

crescem em alimentos que contenham carboidratos e proteínas (DINGES; ORWIN; 

SCHLIEVERT, 2000; FRAZIER; WESTHOFF, 1988; VELÁZQUEZ-MEZA, 2005). 

Quando o microrganismo infecta a pele, gera uma resposta inflamatória que atrai 

macrófagos e neutrófilos para o local infectado, entretanto o S. aureus secreta proteínas 

capazes de bloquear a quimiotaxia dos neutrófilos e liberar toxinas que destroem as 

células fagocíticas (TORTORA, 2017). 

Nas unidades de saúde, o risco de infecção pelo S. aureus é maior, uma vez que 

grande parte dos pacientes está com o sistema imunológico debilitado ou passaram por 

procedimentos invasivos, sendo a predominância para pacientes em UTIs, pacientes 

submetidos a cirurgias e pacientes com dispositivos. O S. aureus é um problema de saúde 

pública, uma vez que, já colonizou cerca de um terço da população mundial, sendo 

residente permanente das passagens nasais e pele de 30% da população. Este 

microrganismo, quando exposto a superfícies, consegue sobreviver por meses e pode 
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formar biofilmes. Apresenta resistência aos antibióticos tradicionais, pois seu genoma 

possui uma série de fatores de virulência e meios de evadir as defesas do hospedeiro, 

limitando a eficácia terapêutica e, consequentemente, torna-se um problema no 

tratamento de infecções crônicas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION – CDC, 2013; HOLT et al., 1994; MARAGON, 2019; TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2012). 

A relação desses microrganismos com surtos de intoxicação alimentar ocorreu 

em 1884, em Michigan, EUA, quando foi possível associar os casos ao consumo de 

queijo tipo cheddar contaminado com o estafilococos. A versatilidade nutricional e a 

capacidade de crescerem em diferentes condições ambientais faz com que o S. aureus se 

desenvolva facilmente em diversos alimentos (CARVALHO et al., 2002; GUERREIRO, 

1984;  LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; PEREIRA et al., 2000). 

As enterotoxinas estafilocócicas são um grupo proteico de baixo peso molecular, 

cadeia única, pirogênicas, possuem característica emética e efeitos nas células do sistema 

imunológico. A ingestão destas toxinas pré-formadas em alimentos pode causar diarreia 

e vomito após 2-8 h, sendo a concentração de enterotoxinas e intensidade dos sintomas 

dependente da susceptibilidade, peso e saúde da pessoa. A toxina estafilocócica está no 

segundo grupo de toxinas mais estudadas em intoxicações alimentares; as principais 

produzidas pelo S. aureus são do tipo A, B, C1, C3, D e E, a enterotoxina A é a mais 

relacionada às intoxicações alimentares, sendo Staphylococcus aureus coagulase-

positiva  o principal agente de intoxicação alimentar (CHAVES, 2012; FRANKER, 

1990; FREITAS, 2005). 

Estas toxinas são polipeptídeos de cadeia curta (28 a 35 KDa) e única, compostas 

por lisina, tirosina, ácido aspártico e ácido glutâmico; contém ainda, uma ponte 

dissulfeto ligada próximo ao centro da molécula, lhes conferindo termoestabilidade e 

estabilidade em pH extremos e radiação; assim, uma vez que o alimento foi contaminado, 

dificilmente estará seguro para o consumo novamente. Ao contrário das células 

bacterianas termolábeis e facilmente eliminadas em processos de cozimento, as 

enterotoxinas estafilocócicas resistem ao aquecimento à 100°C durante 30 minutos 

assim, não são inativadas totalmente pela cocção normal, pasteurização e outros 

tratamentos térmicos comumente utilizados em alimentos (ACHESON, 2000; JAY, 

1994). 

 

2.3. Biofilmes 
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Os microrganismos são estruturas simples, presentes em diversos tipos de 

habitats, mas embora apresentem estrutura simples, são capazes de desenvolver 

comportamentos complexos. Quando ocorre o crescimento bacteriano em superficies, a 

adesão das células seguida da colonização constitui os biofilmes (BOSCARIOL; 

OUCHI; PEREIRA, 2018; MENOITA et al., 2012). Assim, o termo biofilme se refere a 

forma de vida microbiana séssil, caracterizada pela adesão de microrganismos a suportes 

sólidos, com consequente produção de substâncias poliméricas extracelulares, 

constituindo uma rede gelatinosa que imobiliza e protege as células.  

A formação destes agregados microbianos provoca alterações fenotípicas nas 

células planctônicas, podendo ser entendidas como estratégias de sobrevivência dos 

microrganismos em ambientes de condições adversas. Podem ser formados por uma 

(homogêneos) ou mais (heterogêneos) espécies microbianas que se formam pela 

aderência de células planctônicas (livres) às superfícies e/ou interfaces sólido-líquido, 

sendo elas abióticas ou bióticas, compondo uma complexa comunidade microbiana 

envolvida numa matriz polimérica extracelular (MPE) (COSTERTON; STEART; 

GREENBERG, 1999; COSTERTON et al., 1995; FLEMMING et al., 2016; SONG; 

DUPERTHUY; WAI, 2016). 

Microrganismos em biofilme apresentam maior resistência. No caso de 

antibióticos, a resistência pode ser de 100 até 1.000 vezes mais alta em relação às células 

em estado planctônico.  O biofilme pode persistir e sobreviver mesmo após processos de 

sanitização, representando fonte potencial de contaminação de alimentos, com 

consequentes perdas econômicas e veiculação de infecções alimentares. A resistência 

dos biofilmes microbianos depende da (ou das) espécies que o compõem (CHAVANT 

et al., 2007; DUFOUR; LEUNG; L-VESQUE, 2012). 

Na área clínica, a formação destas comunidades em hospedeiros pode favorecer 

o surgimento de inflamações e resistência a fármacos, que culminam em infecções 

persistentes. Estima-se que 80% de todas as infecções microbianas são ocasionadas por 

microrganismos presentes em biofilmes, abrangendo desde as mais comuns como 

infecções do trato urinário, até as mais graves como endocardites. Na indústria 

alimentícia, os biofilmes podem ser formados a partir de resíduos orgânicos e 

inorgânicos presentes na superfície dos equipamentos e utensílios higienizados 

inadequadamente. Além de serem mais resistentes aos processos de desinfecção, as 

células sésseis que estão nos biofilmes, reduzem a eficiência e a vida útil dos 
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equipamentos devido à corrosão microbiológica, causando prejuízos econômicos neste 

setor (CHEN; WEN, 2011; OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010). 

De acordo com Lister e Horswill (2014) os estágios de desenvolvimento de 

biofilmes podem ser divididos em pelo menos três eventos principais: adesão inicial, 

maturação e dispersão (Figura 2). A primeira fase se dá a partir da adesão inicial das 

células planctônicas à uma superfície. Esta etapa é reversível, uma vez que, caso o 

ambiente não apresente condições favoráveis, as células podem se desprender. A adesão 

é mediada por forças atrativas e repulsivas, como interações eletrostáticas, e ligações de 

van der Waals e, por vários fatores como: motilidade, quimiotaxia, apêndices 

extracelulares de adesão como fímbrias e pili, além de secreção de adesinas. A transição 

dos estilos de vida livre para a forma de biofilme também é orquestrada por sinais extra 

e intracelulares, como o nucleotídeo diguanilato monofosfato cíclico (c-di-GMP), que 

regula o controle da expressão gênica a partir de estímulos externos – o aumento no nível 

do c-di-GMP promove formação de biofilmes, enquanto a diminuição leva a dispersão 

destes (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013; BJARNSHOLT et al., 2013; SINGH, S. 

et al., 2017). 

 

Figura 2 – Esquematização das fases de formação de biofilmes: (1) adesão, (2) 

transição da fase reversível para irreversível, (3 e 4) maturação, (5) dispersão 

 
Fonte: Adaptado de Monroe (2007). 

 

Após aderidas, as células do biofilme começam a se dividir e crescer, é nesta 

etapa em que inicia a secreção dos componentes extracelulares responsáveis por compor 

a matriz polimérica. Entre os componentes extracelulares que formam a matriz estão 

proteínas, lipídeos, lipopolissacarídeos, DNA e polissacarídeos. Essa matriz sustenta e 

estabiliza as células agrupadas, mantendo a estrutura e função do biofilme. A adesão 

celular passa de reversível para irreversível, apresentando interações químicas mais 
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fortes do tipo iônicas, de hidrogênio e hidrofóbicas (BJARNSHOLT et al., 2013; 

FLEMMING et al., 2016). A maturação do biofilme ocorre com o aumento da população 

microbiana e produção de EPS. A fase de dispersão é iniciada por meio de um 

mecanismo de sinalização interna (quorum sensing) que permite com que as células 

retomem seu estado de crescimento planctônico, se desprendam da matriz e reiniciem o 

processo em outros locais. 

O aumento da densidade populacional bacteriana, faz com que as células formem 

estruturas dispostas em pilares, compostas por uma camada de cerca de 10 µm de 

espessura, podendo elevar-se até 200 µm. Essa forma de crescimento facilita o acesso 

nutricional, e evita o acúmulo de resíduos tóxicos. O aumento da densidade populacional 

desencadeia a indução dos genes responsáveis pela regulação do comportamento 

bacteriano, que é denominado quorum sensing. Quando se atinge uma quantidade crítica 

dos compostos autoindutores (AIs), a população detecta presença de um número 

suficiente de bactérias que respondem por meio da ativação ou repressão de genes. São 

esses sinais os responsáveis por uma variedade de processos no desenvolvimento e 

maturação do biofilme (MENOITA et al., 2012; SINGH, S. et al., 2017), como a 

produção de exopolissacarídeos, enzimas, além de alteração da motilidade.  

A matriz de biofilmes de S. aureus é uma estrutura de composição complexa que 

depende das condições ambientais e da individualidade de cada linhagem, entretanto, é 

conhecido que pode ser composta por proteínas secretadas e derivadas de lise, 

polissacarídeos e DNA extracelular (eDNA) (ABRAHAM; JEFFERSON, 2012; 

FITZPATRICK, HUMPHREYS, OGARA, 2005). 

 

2.4. Resistência dos biofilmes aos antimicrobianos 

 

A resistência dos biofilmes é multifatorial, isto é, se dá através de vários fatores, 

podendo ser relacionada tanto a mecanismos físicos, fisiológicos e adaptativos, quanto a 

resistência convencional – aquela que não depende da formação de biofilmes 

(BJARNSHOLT et al., 2013; FLEMMING et al., 2016). Dessa forma, várias explicações 

são sugeridas na literatura para entender tal resistência, uma vez que os biofilmes podem 

ser vistos como mais um obstáculo no contexto da resistência antibiótica.  

A tolerância física é um fator de resistência que depende da estrutura tridimensional 

do biofilme, a qual é oferecida pela matriz exopolissacarídica e é capaz de reduzir a difusão 
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das substâncias antimicrobianas. É um mecanismo de curto prazo.  (BJARNSHOLT et al., 

2013; FLEMMING et al., 2016; SINGH et al., 2017; SONG; DUPERTHUY; WAI, 2016). 

A tolerância fisiológica depende da taxa metabólica dos microrganismos no biofilme, 

uma vez que a maioria dos antibióticos atuam em células metabolicamente ativas e, as 

células sésseis, têm diferentes gradientes metabólicos. Quanto mais afastado da superfície, 

menor será a disponibilidade de nutrientes. A tolerância de um biofilme maduro é de 100 a 

1000 vezes maior em comparação às mesmas espécies bacterianas livres, de tal forma, 

alguns antibióticos tornam-se menos efetivos quanto mais velho for o biofilme, existindo 

uma predominância de células persistentes, que podem evadir-se e restabelecer a infecção 

(BJARNSHOLT et al., 2013; FLEMMING et al., 2016; SINGH et al., 2017; SONG; 

DUPERTHUY; WAI, 2016). 

Além da tolerância física e fisiológica, os biofilmes também apresentam a tolerância 

adaptativa, que se dá pela capacidade dos mesmos em modificar e/ou neutralizar o agente 

antimicrobiano. Esse mecanismo não requer mudanças genéticas, sendo estabelecido por 

sinais reguladores que são interrompidos quando a exposição à substância antimicrobiana 

cessa. A tolerância adaptativa pode ser específica ou inespecífica (BJARNSHOLT et al., 

2013; FLEMMING et al., 2016; SINGH et al., 2017; SONG; DUPERTHUY; WAI, 2016). 

Ainda pode-se citar a resistência convencional nos biofilmes, que acontece em função 

da taxa de mutação, que é maior do que a observada nas bactérias planctônicas devido à 

proximidade e contato horizontal célula-célula, permitindo diferentes padrões da expressão 

gênica e facilidade na transmissão dos fatores de virulência. Além disso, a barreira de 

difusão oferecida pela matriz extracelular resulta em diferentes gradientes químicos e 

ambientais como pH ácido e baixos níveis nutricionais que levam a uma diminuição do 

estado metabólico e hipóxia.  Assim se estabelecem diferentes concentrações dos 

antimicrobianos disponíveis para interagir com as células, aumentando a resistência e 

contribuindo com a expressão dos fatores de virulência (BJARNSHOLT et al., 2013; 

FLEMMING et al., 2016; MARAGON, 2019; SINGH et al., 2017; SONG; DUPERTHUY; 

WAI, 2016). 

 

2.5. Biossurfatantes: Ramnolipídeos 

 

Os surfatantes são agentes de superfície capazes de reduzir a energia livre do 

sistema, pois podem substituir a maior parte das moléculas de alta energia na interface 

diminuindo a tensão superficial e interfacial dos líquidos; estes são constituídos por uma 
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porção hidrofóbica e um grupo hidrofílico, podendo ser chamados também de 

substâncias anfifílicas (MULLIGAN, 2005).  

Os surfatantes sintéticos são derivados de petróleo e apresentam baixa 

biodegradabilidade e alta toxicidade, sendo necessária a busca por novas alternativas 

compatíveis com o meio ambiente. Neste contexto, surgiram os biossurfatantes (BS), 

moléculas tensoativas produzidas por microrganismos, que apresentam como 

características principais alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, além de serem 

sintetizados a partir de substratos renováveis – Tabela 1 (ARAB; MULLIGAN, 2014; 

SILVA et al, 2014; ZHENG et al., 2012). São sintetizados por processos 

biotecnológicos, utilizando substratos de baixo custo   por exemplo, resíduos 

agroindustriais.  Devido a sua natureza os BS representam uma importante ferramenta 

de inovação e sustentabilidade, preenchendo as atuais demandas do mercado. De acordo 

com a Global Market Insights (2020), no ano de 2019, o mercado de biossurfatantes 

ultrapassou o valor de US$1,5 bilhões, tendo uma projeção estimada de até US$6,5 

bilhões em 2027. 

Durante os últimos anos uma grande variedade de microrganismos vem sendo 

estudada para a produção de biossurfatantes. Por serem moléculas anfifilicas, os BS 

também reduzem a tensão superficial e interfacial auxiliando a mistura de duas fases de 

polaridades distintas. Além desta característica, são melhores produtores de espuma e 

mais estáveis quando expostos a condições ambientais extremas, se comparados aos 

surfatantes sintéticos, tornando-os alternativas promissoras em diversas áreas industriais 

(AL-BAHRY et al., 2013).  

Dentre os biossurfatantes mais conhecidos, podemos destacar os glicolipídios, 

lipopeptídeos, fosfolipídeos/ácidos graxos, lipídeos neutros, surfatantes poliméricos e 

surfatantes particulados (BANAT et al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

Tabela 1 – Principais classes de biossurfatantes e seus microrganismos produtores 

Classe Microrganismo 

Glicolipídeos  

Ramnolipídeos Pseudomonas aeruginosa 

Lipopeptídeos  

Surfactina Bacillus subtilis 

Fosfolipídeos, ácidos graxos, lipídeos 

neutros 

 

Fosfolipídeos Thiobacillus thiooxidans 

Surfatantes poliméricos  

Emulsan e Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus 

Surfatante particulado  

Vesícula Acinetobacter calcoaceticus 

  

Fonte: Adaptada de Marinho, Silva e Luna (2022). 

 

A porção hidrofóbica dos BS é, na maioria das vezes, constituída por longas 

cadeias de ácidos graxos hidroxilados (ou não) enquanto a região hidrofílica pode ser 

formada por carboidratos, aminoácidos, peptídeos cíclicos, fosfatos, álcoois e ésteres, 

entre outros (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013). 

Os ramnolipídeos (RL) são glicolipideos produzidos principalmente por bactérias 

do gênero Pseudomonas que apresentam cadeias de ácidos-graxos β-hidroxilados 

ligados a uma ou a duas moléculas de ramnose, constituindo os mono-ramnolipídeos e 

di-ramnolipídeos (Figura 3). Estes compostos representam uma das classes de 

biossurfatantes mais importantes, devido a presença de propriedades que possibilitam 

inúmeras aplicações em diversas áreas da indústria, incluindo emulsificação, 

detergência, formação de espuma, solubilização, biorremediação entre outras. Além 

disso, os RL podem ser produzidos a partir de uma variedade de substratos renováveis 

(KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010; MARCHANT; BANAT, 2012; 

REIS et al., 2011). 
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Figura 3 - Representação da estrutura química dos principais homólogos de RL. A) 

mono-ramnolipídeo e B) di-ramnolipídeo 

 
Fonte: Modificado de McClements, Bai e Chung (2017) 

 

Os ramnolipídeos podem ser aplicados em diversos setores industriais, desde a 

indústria de cosméticos e alimentícia, até no tratamento e prevenção de COVID-19. Devido 

as características anfifílicas, conseguem interagir com a membrana lipídica do vírus 

causador do coronavírus, o qual tem sua estrutura afetada, uma vez que é a membrana 

lipídica que envolve o RNA, vital para o SARS-CoV-2 (ÇELIK et al., 2020; SMITH et al., 

2020). Com a membrana lipídica afetada, ocorre o impedimento da replicação do vírus.  

Além de serem ótimos agentes de limpeza, podem ser utilizados como agentes 

carreadores para formulação de sistema de entrega de moléculas ativas. Esta propriedade 

está relacionada com a sua habilidade de auto-agregação, ou formação de estruturas 

micelares as quais podem funcionar como lipossomas (NAKANISHI et al., 2009).   

2.6. Ramnolipídeos no controle de patógenos de importância alimentar 

 

Devido suas propriedades físico-químicas, os ramnolipídeos são considerados um 

dos melhores surfatantes, podendo ser aplicado diretamente nas indústrias de diversos 

setores comerciais. Nas indústrias alimentícias, microrganismos podem causar danos e 

interferir na qualidade dos produtos, colocando em risco a segurança alimentar. Os 

ramnolipídeos possuem propriedades conservantes, antimicrobianas e antiaderentes, 

podem controlar biofilmes bacterianos e ainda possuem propriedades emulsificantes, 
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podendo interferir – de forma positiva, na qualidade dos alimentos (ARAÚJO, 2018; 

MNIF; GHRIBI, 2016; TWIGG et al., 2019). 

 Estudos evidenciaram a atividade antimicrobiana dos ramnolipídeos sobre diversos 

microrganismos incluindo bactérias, fungos e leveduras (ABALOS et al., 2001; HABA et 

al., 2003).  Segundo Araújo, Freire e Nitschke (2013), a atividade antiadesiva dos 

biossurfatantes pode evitar a formação de biofilmes em superfícies nas quais os alimentos 

entrarão em contato, sendo possível reduzir a adesão microbiana nessas superfícies se as 

mesmas forem condicionadas com biossurfatantes (Figura 4 – a). A ação antiadesiva pode 

estar ligada a alterações nas propriedades físico-químicas, que podem gerar mudanças nas 

interações entre superfície e microrganismo. 

 A atividade antimicrobiana (Figura 4 – b) dos biossurfatantes está 

relacionada à sua atuação sobre a membrana citoplasmática, uma vez que suas 

características anfifílicas permitem interação com a bicamada fosfolipídica da 

membrana. O mecanismo de ação dos ramnolipídeos ainda não foi completamente 

elucidado, principalmente no que diz respeito a interações moleculares ramnolipídeos-

fosfolipídeos, contudo a maioria dos estudos demostraram aumento da permeabilidade 

da membrana, além de alterações na organização e estabilidade da bicamada lipídica, o 

que afeta diretamente a integridade celular (Figura 4 – c) (HABA et al., 2003; 2014; 

ORTIZ et al., 2006; SOTIROVA; SPASOVA; GALABOVA, 2008). 

 Alguns trabalhos demostraram a eficiência dos RL no controle de 

microrganismos de importância alimentar (Tabela 2). Os ramnolipídeos exibiram 

atividade antimicrobiana frente às bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, Clostridium perfringes e Listeria monocytogenes; às Gram-negativas 

Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes; e aos fungos 

Phytophthora infestans, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum e Mucor sp. 

(BENINCASA et al., 2004; HABA et al., 2003; SHAH et al., 2011). 
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Tabela 2 – Exemplos de diferentes usos do RL no controle de agentes patogênicos 

 Fonte de RL Alvo Referência 

 

RL de P. aeruginosa isolada 

de solo contaminado  

E. coli; B. cereus; S. 

aureus; Salmonella 

thyphimurium 

 

ABALOS et al., 2001 

RL comercial + nisina Listeria monocytogenes MAGALHÃES; 

NITSCHKE, 2013 

 

RL + óleo resina de aipo L. monocytogenes; E. coli; 

B. cereus 

 

MAYER, 2017 

RL produzido por 

Pseudomonas sp. 

Listeria monocytogenes; 

Pseudomonas fluorescens 

 

ARAUJO et al., 2016 

RL produzido por 

Burkholderia thailandensis 

Streptococcus oralis; 

Actinomyces naeslundii; 

Neisseria mucosa; 

Streptococcus sanguinis 

 

ELSHIKH et al., 2017 

Nanoparticulas de quitosana + 

RL 

Staphylococcus aureus; 

Staphylococcus 

epidermidis; Klebesiela 

oxytoca 

MARAGON et al., 2020 

 

 

  

Fonte: Elaborada pela autora 

  

 

Figura 4 – Aplicação de ramnolipídeo no controle de microrganismos. (a) 

Atividade anti-adesiva, (b) Atividade antimicrobiana e (c) Remoção do biofilme pré-

existente em superfície biótica ou abiótica 

  

Fonte: Adaptado de Nitschke e Silva (2018). 

 

Além do controle de patógenos, os ramnolipídeos apresentam outras propriedades 

interessantes para indústria de alimentos, estabilizando e desestabilizando emulsões; 
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controlando glóbulos de gordura; podem estabilizar sistemas aerados; aprimorar a 

textura, cor e sabor dos alimentos; aumentar a validade de alguns produtos, além de ação  

antioxidante. Outro fator importante é a possibilidade de produzir RL a partir de resíduos 

e subprodutos  da indústria alimentícia, colaborando para valorização e redução de 

residuos  (MNIF; GHRIBI, 2016; SAIBABA 2023).  

 

 

2.7. Efeito da força iônica na atividade antimicrobiana dos RL 

 

Quando em concentração acima da Concentração Micelar Crítica (CMC), os RL 

conseguem auto agregar e formar estruturas como micelas, vesículas ou lamelas, sendo 

que, a predominância de cada tipo de estrutura depende diretamente de fatores como pH, 

força iônica e temperatura. As micelas são formadas quando, em uma interface água - 

óleo, a parte apolar fica voltada para o óleo, enquanto a parte polar está em contato com 

a água. A redução da CMC de surfatantes aniônicos, na presença do NaCl, está 

relacionada à neutralização dos grupos polares negativos pelo íon 𝑁𝑎+, que promove 

redução da repulsão entre as moléculas do surfatante, e favorece a formação das 

estruturas micelares compactas e em consequência, reduz o valor de CMC (HELVACI; 

PEKER; ZDEMIR, 2004; ISHIGAMI; GAMA; NAGAROHA, 1987; RAZA et al., 2010; 

YOSHIMURA, 2022).  

Apesar da ação dos RL estar relacionada a atuação sobre a membrana 

citoplasmática, pouco se sabe sobre o mecanismo envolvido nesta interação. A relação 

entre a presença de estruturas micelares e a ação antimicrobiana dos biossurfatantes 

também é controversa na literatura.  Alguns autores sugerem que a formação de micelas 

é responsável pela ação antimicrobiana, enquanto outros afirmam que os monômeros são 

as moléculas que atuam sobre a estrutura celular alvo (RODRIGUES et al., 2017; SHAO 

et al., 2017; SOTIROVA; SPASOVA; GALABOVA, 2008).  

Em estudo recente, verificou-se que a presença de NaCl reduziu os valores de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos RL frente a S. aureus, porém o efeito 

observado parece depender diretamente dos valores de pH do meio (VIEIRA, 2018). 

Estudos mais aprofundados são necessários para melhor entendimento da interação entre 

RL-NaCl visando sua futura aplicação em alimentos. 
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3. OBJETIVOS 

 

O principal objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do pH e força iônica na 

atividade antimicrobiana do Biossurfatante Ramnolipídeo frente as células planctônicas e 

biofilmes de Staphylococcus aureus.  

 

3.1. Objetivos específicos 

 

• Determinar as concentrações inibitória e bactericida mínimas (CIM e CBM, 

respectivamente) dos RL sobre células planctônicas e biofilmes de Staphylococcus 

aureus. 

• Avaliar o efeito da presença de NaCl e variação do pH na atividade antimicrobiana 

dos Ramnolipídeos 

• Contribuir com a elucidação do mecanismo de ação entre Ramnolipídeos e as 

moléculas estudadas e sua correlação com a atividade antimicrobiana;  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Microrganismos e meio de cultura 

 

• Microrganismos: foi utilizada a linhagem Staphylococcus aureus ATCC 8095, 

isolada de torta de creme. As culturas foram mantidas em estoques, que foram 

armazenadas em meio TSYEB (Tryptone Soy Yeast Extract Broth) acrescidos de 

glicerol 20% e armazenados a -20ºC até o seu uso.  

• Meio de cultura: os meios de cultura foram caldo e ágar triptona de soja 

acrescidos com extrato de levedura - TSEYB e TSEYA, respectivamente, ambos 

da marca Accumedia®.  O pH dos meios foram ajustados e esterilizados em 

autoclave. Os meios foram distribuidos em placas de petri ou tubos de ensaio e 

incubadas por 24h em estufa a 37ºC para confirmar sua esterilidade.  

• Meios de cultura com tratamentos: para os tratamentos testados, foi preparada 

uma solução inicial de NaCl 10% (10g de NaCl para cada 100 mL de meio 

TSYEB), a qual foi diluida de acordo com as concentrações desejadas para cada 

meio. Após esterilização, foi adicionado NaCl ao meio, nas concentrações, 1%, 

2%, 5% e 7,5%, respectivamente. Para cada concentração de sal o pH foi ajustado 

em 5, 6, 7 e 8 utilizando NaOH (0,5M) ou HCl (0,1M). Todos os meios foram 

esterilizados, em capela de fluxo com filtro de membrana de 0,22μm.    

 

4.2. Padronização do inóculo 

 

O inóculo foi preparado a partir de dois cultivos subsequentes de 24 horas, em meio 

TSYEA incubando-se a 37°C. Alíquotas das colônias obtidas em meio TSYEA foram 

suspensas em meio TSYEB e o valor da densidade ótica (DO) foi ajustada para três valores: 

0,1 ± 0,01; 0,20 ± 0,01 e 0,30 ± 0,01, respectivamente, as quais foram medidas em 

espectrofotômetro. A DO escolhida, foi a de 0,20 ± 0,01, que corresponde a 

aproximadamente 108 UFC/mL. Para os experimentos de atividade antimicrobiana, esta 

suspensão inicial passou por uma diluição no fator de 10, isto é, o inóculo inicial partiu de 

uma concentração de aproximadamente 107 𝑈𝐹𝐶/ 𝑚𝐿. 
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4.3. Preparo do Ramnolipídeo 

 

O Biossurfatante utilizado foi o Ramnolipídeo Comercial (Rhamnolipid Inc.- 

EUA), em solução a 25%. Para os testes de microdiluição, o RL foi preparado inicialmente 

na concentração de 10000 𝑝𝑝𝑚 de RL em água destilada e diluídos em meio TSYEB duplo 

para 5000 𝑝𝑝𝑚. Os meios foram ajustados nos respectivos valores de pH e concentração 

salina a serem estudados. As soluções foram filtradas em filtro 0,22 µm dentro da capela 

de fluxo. 

 

4.4. Avaliação da atividade dos RL em células planctônicas 

 

4.4.1. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM): 

 

Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), foi utilizada a 

técnica de microdiluição em caldo segundo metodologia estabelecida pela Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Em placas de microdiluição de 96 poços 

foram adicionados 100 µL do caldo de cultivo para cada poço. Posteriormente, adicionou-

se mais 100 µ𝐿 de caldo contendo RL na concentração de 5000 𝑝𝑝𝑚 na primeira coluna da 

placa. Metade do conteúdo da primeira coluna da placa foi então coletado e transferido para 

a segunda coluna e assim sucessivamente, até a décima coluna, realizando assim uma 

diluição seriada que abrangeu concentrações de 2500 a 4,9 𝑝𝑝𝑚 de Ramnolipideo. 

Posteriormente 20 µ𝑙 do inóculo padronizado, foi adicionado às colunas 1 a 11. Desta 

forma, as colunas de 1 a 10 foram as colunas testes com meio tratado com ramnolipídeo; a 

coluna 11 contendo meio de cultura e inóculo serviu como controle positivo e a coluna 12, 

contendo apenas meio de cultura, serviu como controle negativo. A menor concentração 

em que não houve crescimento bacteriano foi designada como sendo a CIM. Para facilitar 

a visualização foram adicionados 20 µ𝑙 de solução de brometo de tetrazólio (MTT 1 𝑔/𝐿), 

que altera sua coloração de amarelo para roxo na presença de crescimento celular. Foram 

preparadas quatro placas diferentes, cada uma contendo o caldo de cultura com um valor 

de pH (5, 6, 7 e 8) e as respectivas concentrações de NaCl. 
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4.4.2. Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

Para as concentrações de RL que não apresentaram crescimento no teste de CIM 

foram realizadas análises de Concentração Bactericida Mínima (CBM). Todo conteúdo do 

material destes poços (100 𝜇𝑙) foi transferido para placas TSYEA, com o auxílio de uma 

pipeta e então, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. O valor de CBM foi designado 

pela visualização da menor concentração em que não houve crescimento microbiano na 

placa. 

 

4.4.3. Curva de crescimento 

 

Para a construção das curvas de crescimento do S. aureus, foi utilizada a leitora de 

microplacas Perkin Elmer (modelo EnSpire). Utilizando a placa de 96 poços, foram 

testados os pH 5, 6 e 7 com as concentrações 0%, 2% e 5% de NaCl. As concentrações de 

RL utilizadas para cada tratamento, foram definidas a partir do valor de CIM obtido 

anteriormente, variando entre os valores de 39,06 ppm e 2500 ppm. Em cada placa foi 

preparada uma duplicata, utilizando dois inóculos diferentes.  A placa foi dividida 

conforme o esquema abaixo (Figura 5): 

 

Figura 5 - Esquema da placa utilizada para construção das curvas de crescimento 

 
Fonte: Elaborada pela autora 

 

A primeira coluna de cada divisão foi preenchida com 100µl do meio contendo RL na 

concentração e pH ajustados, posteriormente, foi adicionado 20µl de inóculo. A segunda 
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coluna foi utilizada como controle positivo, no qual foi adicionado 100µl de caldo de 

cultivo com pH ajustado junto com 20µl de inóculo. Por fim, a última coluna foi utilizada 

como controle negativo, no qual foi adicionado apenas o meio de cultura com pH ajustado. 

Após a bactéria ser inoculada, a placa foi fechada com papel adesivo e colocada na 

leitora na temperatura de 37°C. O crescimento foi acompanhado por medidas de DO 

(610nm) em intervalos constantes durante 48h.  

 

4.5. Avaliação da atividade dos RL na remoção de biofilmes pré-formados 

 

A determinação da atividade do RL em biofilmes de S. aureus previamente 

estabelecidos, foi realizada com base nos resultados obtidos em experimentos anteriores. 

Após a determinação do CIM, a concentração de RL foi fixada em 300 mg/l. Os testes 

foram conduzidos em pH 5, 6 e 7 e 5% de NaCl, tendo um controle para cada pH. 

Em uma placa de microdiluição de 96 poços foi adicionado 180 µl de meio de 

cultura (TSYEB) e posteriormente 20µl do inóculo padronizado. A placa foi incubada a 

37ºC por 24h, para a formação de biofilme. Após às 24h, o meio de cultura foi retirado da 

placa, permanecendo somente o biofilme aderido. Após a retirada do meio foi adicionado 

à placa, o controle com seus respectivos tratamentos, como demonstrado na figura 6: 

 

Figura 6 – Esquema da placa utilizada para formação de biofilmes

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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A placa foi incubada por 24h a 37º C. Para a quantificação da biomassa aderida, o 

tratamento foi retirado da placa e a mesma foi lavada duas vezes com água destilada 

esterilizada. Após a lavagem da placa, foram adicionados 200 µl de metanol em cada poço 

por 15 minutos para a fixação do biofilme. O metanol foi retirado e após a secagem 

completa da placa, adicionou-se 200µl de solução aquosa de cristal violeta 0,25% o qual 

foi mantido por 15 minutos. O cristal violeta foi retirado e a placa foi lavada novamente 

com água destilada. Após a secagem completa da placa, foram adicionados 200µl de ácido 

acético glacial (33%) em cada poço para solubilização do corante e a placa foi inserida na 

leitora de microplacas Perkin Elmer (modelo EnSpire) para a leitura da densidade ótica, em 

630nm (MIRELES; TOGUCHI; HARSHEY, 2001).  

Foram realizadas sete repetições do experimento. Utilizou-se a absorbância média 

para calcular a porcentagem de remoção do biofilme a partir da seguinte equação:  

 

𝑅𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙 (%)  =  100 – [ 
(𝐷𝑂 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜)

(𝐷𝑂 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)
 𝑥 100 ] 

 

4.6 Quantificação das células viáveis em biofilmes 

 

4.6.1 Esterilização dos cupons de poliestireno 

 

Utilizou-se cupons de poliestireno, com superfície de 1 cm² para o crescimento dos 

biofilmes. Primeiramente, estes passaram por higienização em um recipiente contendo 

álcool 96% o qual permaneceu por 10 minutos em banho ultrassônico UltraCleaner 

1400A (Unique) na frequência de 40kHz; o álcool foi retirado e em outro recipiente 

adicionou-se água destilada e detergente, os quais passaram por mais uma limpeza 

ultrassônica de 10 minutos. Em outro recipiente adicionou-se somente água destilada e os 

cupons ficaram em banho ultrassônico por mais 10 minutos, a fim de remover todo o 

detergente. Os cupons de poliestireno foram colocados em uma placa de petri para 

secagem e submetidos à radiação ultravioleta por 1h (30 minutos de um lado e 30 minutos 

do outro) (SILVA, 2016). 
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4.6.2 Crescimento dos biofilmes 

 

O inóculo foi preparado conforme descrito no item 4.2, em placa de 24 poços, nos 

quais adicionou-se, em cada um dos poços, 900µl de meio TSYEB e 100µl do inóculo 

padronizado com DO (610 nm) ajustada para 0,2 ± 0,02. Para os controles contendo NaCl, 

utilizou-se 900µl de meio TSYEB acrescidos de 5% de NaCl e 100µl do inóculo 

padronizado. Os cupons esterilizados foram imersos no poço e a placa foi incubada por 24 

horas em 37°C. Os testes foram realizados em pHs 5, 6 e 7.  

Após 24h, o meio de cultura foi removido, e cada poço foi lavado duas vezes com 

água destilada esterilizada e posteriormente foi adicionado 1 𝑚𝑙 dos respectivos 

tratamentos em cada poço, como demonstrado na figura 7: 

 

Figura 7 – Esquema demonstrando o inóculo com os respectivos tratamentos utilizados 

após as 24h de crescimento bacteriano 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Figura 8 – Biofilmes de S. aureus formados nos cupons de poliestireno após 24h de 

incubação 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.6.3 Quantificação das células viáveis no biofilme 

 

Após as 24h, os cupons foram lavados delicadamente em solução salina (2x) para 

remoção de células não aderidas, retirados com pinça e transferidos para um tubo de 

ensaio contendo 2 𝑚𝑙 de solução salina (0,86%). Para a remoção das células aderidas, 

utilizou-se a metodologia descrita por Scherba et al. (1991), na qual os tubos contendo 

os cupons foram mantidos em banho ultrassônico por 10 minutos em uma frequência de 

40 kHz e 135 W de potência. 

Para a contagem das células presentes no biofilme, foi realizada diluição seriada 

de 10−1 até 10−9 da amostra em solução salina (Figura 9) . Uma alíquota de 0,5 𝑚𝑙 de 

cada tubo foi transferida para 4,5 𝑚𝑙 de solução salina sucessivamente da primeira até a 

última diluição. 

Em seguida, gotas de 15 µ𝑙 de cada diluição foram depositadas em placas 

contendo TSA e incubadas a 37°C por 24 horas. Após o tempo de incubação, realizou-

se a contagem de colônias nas gotas que haviam de 5 à 50 unidades formadoras de 

colônia (UFC). As células viáveis foram determinadas através do cálculo da média dos 

números de colônias e multiplicadas pela diluição – os valores foram obtidos em 

UFC/ml. (SILVA, 2016). 

 

Figura 9 – Esquema do método de diluições seriadas seguido da contagem por 

gotas em placa de Petri 

 
Fonte: Adaptado de Silva (2016). 
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4.7 Microscopia Confocal 

 

Foram selecionados os tratamentos que apresentaram melhores resultados nos 

experimentos anteriores. O controle e os tratamentos foram realizados conforme descrito 

no item 4.6.2. 

Dado o tempo de 24h, os cupons de poliestireno foram removidos, com pinça 

esteril, dos poços contendo os tratamentos e lavados em solução salina 0,86% para a 

remoção de células não aderidas. Os cupons retirados foram transferidos para uma nova 

placa. 

Após a lavagem e transferência dos cupons, na nova placa, foi adicionado 80µL 

de solução do kit LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viabillity (ThermoFisher). O kit 

possui dois corantes, sendo eles o marcador verde fluorescente SYTO 9 (excitação: 

485nm / emissão: 498nm)  – responsável por marcar as células bacterianas, viáveis ou 

não e o marcador vermelho iodeto de propídeo (PI - excitação: 535nm / emissão: 617nm) 

– que penetra apenas nas células inviáveis, sendo capaz de reduzir o SYTO 9 na mistura.  

Adicionados os corantes, a placa foi coberta com papel aluminio e deixada em 

repouso por 30 minutos no escuro. Os dois corantes, em conjunto, possibilitam a 

visualização da estrututa celular dos biofilmes e da ação do tratamento, uma vez que as 

células que permaneceram viáveis ficam coradas em verde e as células com a membrana 

celular danificada/inviáveis aparecem em vermelho. As imagens das amostras foram 

obtidas através do microscopio invertido LSM 780, da marca Zeiss, do IFSC – Instituto 

de Física de São Carlos da USP. 

 

4.8 Análise estatística 

 

Os valores de CIM e CBM foram expressos com a moda de no mínimo cinco repetições 

independentes. Os dados de DO foram expressos como a média ± desvio padrão de oito 

repetições independentes. Os demais dados foram expressos como a média ± desvio padrão 

de no mínimo três repetições independentes. Os gráficos foram plotados com o auxílio do 

software OriginPro, versão 8.5 (OriginLab Corporation). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. Atividade antibacteriana em células planctônicas 

 

As bactérias do gênero Staphylococcus aureus, assim como outros 

microrganismos, podem ser encontradas em duas formas distintas sendo elas a forma 

planctônica ou séssil. Shapiro (1998) cita que as bactérias adotam a forma séssil, 

preferencialmente, por ser a forma que lhes confere melhores chances de adaptação. A 

forma planctônica está presente nas fases iniciais e finais da formação dos biofilmes, 

sendo assim, realizamos inicialmente o estudo da ação dos ramnolipídeos (RL) sobre as 

células livres do S. aureus. Foram realizados ensaios para determinação da CIM e da 

CBM do RL  sob diferentes valores de força iônica e pH.    

A atividade antimicrobiana dos RL em diferentes valores de pH e concentração 

de NaCl é mostrada na Tabela 3, em que se pode observar que o valor de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) tem relação direta com o pH do meio. A alteração do pH de 5 

para 8 resultou no aumento do valor de CIM de 78,12 𝑝𝑝𝑚 para >2500 𝑝𝑝𝑚.  Da mesma 

forma, o aumento da concentração de NaCl de 0% para 7,5% favoreceu a ação 

antimicrobiana dos RL em todos os valores de pH testados. Destaca-se que nos pH 7 e 

8, a alta concentração de sal (7,5%) apresentou valor de CIM, o que não foi observado 

na ausência do NaCl. 

 

Tabela 3 – Efeito da concentração de NaCl e pH na atividade antimicrobiana do RL frente a S. aureus 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O melhor efeito antimicrobiano em pH 5 pode estar ligado ao fato de que os RL são 

considerados surfatantes aniônicos em pH neutro ou alcalino, entretanto, em condições 

ácidas, têm comportamento de tensoativos não-iônicos devido a protonação de grupos 

carboxílicos (LEBRÓN-PALER; PEMBERTON, 2006). Estudos de Ishigami, Gama e 

[NaCl] 0%  1%  2%  5%  7,5%  

 CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

pH 5,0 78,125 >2500 78,125 >2500 78,125 >2500 39,06 >2500 19,53 >2500 

pH 6,0 156,25 >2500 156,25 >2500 156,25 >2500 39,06 >2500 39,06 >2500 

pH 7,0 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 39,06 >2500 39,06 >2500 

pH 8,0 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 625,0 >2500 
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Nagaroha (1987), mostram que o pKa do RL é em torno de 5,6, assim, quando o pH está 

abaixo deste valor, os grupos polares do RL ficam protonados, estando predominante na 

forma não iônica que, por ser isenta de carga efetiva, evita a repulsão eletrostática com os 

grupos aniônicos dos fosfolipídios da membrana citoplasmática, facilitando a interação 

entre a célula e o RL.  

Quando temos pH com valores próximos a neutralidade, ou alcalinos, o grupo 

carboxila fica majoritariamente desprotonado e carregado negativamente (forma aniônica), 

podendo dificultar a interação do RL com as células devido a repulsão eletrostática 

(FERREIRA, 2017). Esta hipótese também já foi reportada por Moore (1997), que afirmou 

que os surfatantes não-iônicos são mais efetivos na solubilização dos fosfolipídeos quando 

em comparação com os surfatantes iônicos, devido ao fato de que estes apresentam maior 

facilidade de permeabilização na membrana plasmática, por serem isentos de carga e não 

promoverem repulsão elétrica com os grupos aniônicos dos fosfolipídeos.  

 Quando em presença de NaCl, ocorre a neutralização dos grupos polares negativos 

pelo íon 𝑁𝑎+, o que pode reduzir a repulsão entre as moléculas do surfatante, favorecendo 

assim a interação com a célula (HELVACI; PEKER; ZDEMIR, 2004), como observado 

nos valores de pH mais altos (7 e 8) e maiores concentrações de NaCl (7,5%). 

O tratamento não permitiu eliminar os microrganismos, ou seja, a combinação de 

parâmetros utilizada não apresentou valor de Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

Assim, pode-se concluir que a população de S. aureus pode ser inibida, entretanto, não 

erradicada pelo RL, sugerindo adaptação da bactéria ou, ainda, a possibilidade de 

resistência da bactéria ao antimicrobiano.  Também é possível afirmar que o valor do pH e 

força iônica exerce grande influência sobre o efeito antibacteriano dos RL. 

Magalhães e Nitschke (2013) avaliaram a ação antimicrobiana de ramnolipídeos frente 

à 32 isolados de L. monocytogenes. Os resultados mostraram que 90% das linhagens foram 

sensíveis, com valores de CIM entre   78 – 2.500 ppm. Sendo a ação dos RL 

predominantemente bacteriostática, porém, quando combinados com nisina, o efeito foi 

sinérgico e bactericida. Outro estudo recente mostrou que a atividade antimicrobiana dos 

RL frente as bactérias Gram positivas B. cereus, L. monocytogenes e S. aureus é dependente 

do pH e favorecida sob condições ácidas na faixa de pH entre 5-6 (FERREIRA, 2017). 

Entretanto, as bactérias Gram negativas Salmonella enterica e E. coli (EHEC) parecem 

resistentes ao RL independente do pH do meio. 
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5.2. Curva de crescimento do S. aureus 

 

O efeito do RL combinado com NaCl sob diferentes valores de pH foi melhor 

evidenciado a partir da construção das curvas de crescimento.  

A figura 10, refere-se ao crescimento bacteriano na ausência de RL. A partir da 

curva, é possível verificar que, em pH 5 o crescimento foi mais lento, e menor, quando 

comparado aos pH 6 e 7, pH ótimo de crescimento do S. aureus.  

 

Figura 10 – Curva de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 8095 em meio de cultura 

TSYEB ajustado para diferentes valores de pH 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

As figuras 11 a 13, referem-se à comparação do crescimento bacteriano na ausência 

e presença de RL-NaCl. 

A partir das curvas de crescimento também foi possível observar a influência da 

concentração de NaCl no crescimento de S. aureus. 
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Figura 11 – Curva de crescimento de S. aureus ATCC 8095 na presença de RL (CIM) em diferentes 

valores de pH 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Nota-se que em pH mais ácido, foi necessária uma concentração menor do RL 

(78,12 𝑝𝑝𝑚) para a inibir o crescimento bacteriano, enquanto em pH 7 foi necessária uma 

concentração de 2500 𝑝𝑝𝑚 (Figura 11). Além disso, esperava-se que o sal, por ter atividade 

conservante reduzisse o crescimento bacteriano, entretanto a presença do sal estimulou o 

crescimento bacteriano, sugerindo que a linhagem de S. aureus utilizada para este trabalho 

tenha comportamento halofílico. Segundo Santana et al. (2010), os estafilococos são 

capazes de sobreviver e se multiplicar em altos teores de NaCl, podendo crescer em 

concentrações de até 15%, sendo que as enterotoxinas são produzidas em concentrações de 

até 10% de NaCl. 

De acordo com Scybert et al. (2003), para sobreviver em ambientes com a força 

osmótica elevada, estas bactérias aumentam os níveis internos de solutos compatíveis, 

podendo assim, manter o equilíbrio de água dentro das células. Quando em contato com o 

NaCl, as células do S. aureus ativam uma série de sistemas transportadores capazes de 

manter a pressão de turgescência da célula em ambientes de alta osmolaridade.  

 O crescimento em pH 7 na ausência de sal é limitado, apresentando uma Densidade 

Óptica (DO) máxima de 0,36 ± 0,02 (Figura 11) enquanto que a adição de 2% e 5% de 

NaCl promoveram aumento significativo do crescimento da bactéria (Figura 12 e 13). 
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Figura 12 - Efeito da combinação de RL e NaCl (2%) no crescimento de Staphylococcus aureus sob 

diferentes valores de pH 

 
Fonte: Elaborada pela autora 

  

Figura 13 - Efeito da combinação de RL e NaCl (5%) no crescimento de Staphylococcus aureus sob 

diferentes valores de pH 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A Tabela 3 mostra que na presença de NaCl a ação antimicrobiana é favorecida pelo 

RL em todos os valores de pH avaliados. Rodrigues et al. (2017), verificaram um 

comportamento semelhante frente aos fungos Aspergillus niger MUM 92.13 e Aspergillus 

carbonarius MUM 05.18, sendo que a adição de NaCl ao meio de cultura, além de 
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favorecer o crescimento dos fungos em até 19,8%, promoveu um aumento na atividade 

antifúngica do RL. Segundo os autores, uma das hipóteses para este comportamento é que 

a combinação do RL com NaCl forma estruturas micelares que aumentariam a atividade 

antifungica. 

De acordo com Ahmadi, Shadizadeh e Salari (2014), a salinidade e a temperatura, são 

fatores que influenciam diretamente no desempenho e eficácia do surfatante, afetando 

diretamente o valor de CMC. Isso acontece porque, na presença do NaCl, as forças 

eletrostáticas repulsivas presentes entre as moléculas de RL ficam protegidas pelo 𝑁𝑎+, 

formando uma monocamada mais compacta, diminuindo o valor de CMC e tensão 

superficial (ABBASI et al., 2013; HELVACI, PEKER, ZDEMIR, 2004; SÁNCHEZ et al., 

2007). 

 

5.3. Remoção de biofilmes pré-formados 

 

A técnica de cristal violeta, foi descrita pela primeira vez em 1985. Por ser um 

corante básico, o cristal violeta consegue se ligar as moléculas de superfície que estão 

carregadas negativamente e aos polissacarídeos na matriz extracelular (PEETERS; 

NELIS; COENYE, 2008). Entretanto, a coloração com cristal violeta é pouco adequada 

para a visualização de células viáveis, uma vez que todas as células são coradas (PITTS 

et al., 2003). 

A remoção dos biofilmes promovida pelos surfatantes ocorre devido ao 

enfraquecimento entre as interações da bactéria com a superfície e entre a bactéria com 

outras bactérias, esse enfraquecimento envolve redução de interações interfaciais. A 

interação das moléculas do RL com a superfície polimérica também envolve forças 

hidrofóbicas e eletrostáticas, sendo assim, pode-se dizer que a interação depende da 

composição do material polimérico (SILVA et al., 2017). 

Os resultados da Figura 14 mostram que a maior taxa de remoção se deu em pH 

6 contendo 5% de NaCl e 300 𝑝𝑝𝑚 de RL, em que foi apresentado uma remoção de 

63,25% do biofilme formado na placa. Em pH 7, foi observada uma remoção de 23,35% 

na presença de sal, enquanto que em pH 5, uma remoção de apenas 8,12%. Estudos 

anteriores realizados no grupo de pesquisa, mostraram um percentual de até 35% de 

remoção de biofilmes pelo RL (SILVA, et al. 2017). 
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Figura 14 – Remoção de biofilmes de S. aureus pelo tratamento com RL (300 ppm) e NaCl (5%) em 

diferentes valores de pH 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Foulston et al. (2014) evidenciaram que a dependencia do valor de pH para 

formação de biofilmes é uma característica de diversas cepas do S. aureus. Quando 

analisamos os controles, é possível visualizar uma diferença no crescimento conforme 

alteramos o valor de pH dos meios, tendo um crescimento limitado nos pHs 5 e 7 e uma 

maior produção de biofilmes em pH 6, corroborando com os resultados da figura 14. 

A formação dos biofilmes é um processo que envolve diversas etapas desde a 

interação inicial dos microrganismos até a adesão. Estas etapas dependem de muitos 

fatores dentre eles o pH do meio. Nostro et al. (2012) demonstraram que houve uma 

redução na adesão inicial de S. aureus e S. epidermidis em pHs alcalinos devido a 

redução da hidrofobicidade da superficie celular, o que comprometeu a maturação do 

biofilme que se mostrou mais fino e menos estruturado. Zmantar et al. (2010) avaliaram 

o crescimento de biofilmes de S.aureus em pHs 3, 5, 7, 9 e 12. Quando em pH 7, 

obsevaram que das 28 cepas de baixo grau de formação de biofilme analisadas, 24 

apresentavam genes icaA e icaD, além disso, mostraram ainda que apenas uma cepa 

produtora de biofilme era icaA e icaD positiva. No mesmo estudo, em pH 5, foi 

observado que a maioria das cepas formavam pouco biofilme corroborando os dados 

apresentados no gráfico (figura 14). Os genes icaA e icaD são genes organizados em um 

operon que engloba genes icaABCD. A atividade do gene icaA é melhorada em até 20 

vezes quando na presença do gene icaD e ambos estão presentes na membrana celular 

aumentando a expressão do polissacarídeo capsular e da enzima N-acetilglucasaminil 

responsáveis pela formação dos biofilmes (SALINA, 2015). 
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Por outro lado, quando adicionamos NaCl ao meio, é possível visualizar nos 

gráficos uma maior formação de biofilmes em pH 5. Apesar do NaCl ser utilizado como 

conservante alimentício, aumentando a pressão osmótica nos alimentos, alguns 

patógenos alimentares são tolerantes ao sal, sendo capazes de alterar suas características 

fisiológicas. O S. aureus é capaz de tolerar altas concentrações de sal, além disso, 

consegue regular sua expressão genica global para se manter viável. Este fator pode estar 

relacionado com a resistência bacteriana às altas concentrações de sal (LEE; CHOI; 

YOON, 2014). 

Lee, Choi, Yoon (2014) relataram um aumento significativo nos biofilmes de S. 

aureus na presença das concentrações de 4% e 6% de NaCl em relação a ausência de 

NaCl, indicando que o sal é capaz de induzir a produção de biofilmes. A partir da análise 

transcricional da bactéria, os autores também sugeriram que o sal é capaz de regular o 

gene icaA, responsável pela adesão intracelular dos biofilmes, aumentando sua produção 

de 9 a 20 vezes, sugerindo a indução da formação de biofilmes pela presença do NaCl.  

 

 

5.4 Quantificação de células viáveis em biofilme pré-formado em cupons de 

poliestireno 

 

Quando analisamos as células planctônicas, observa-se que o aumento da 

concentração de NaCl favorece a ação antimicrobiana dos RL, independentemente do 

valor de pH. Concluímos também um melhor efeito do antimicrobiano em pH 5. Além 

disso, a partir dos resultados obtidos em pH 6, 7 e 8, observa-se que quanto mais alto o 

pH do meio, maior a concentração de RL necessária para inibição do crescimento 

bacteriano. Ao analisarmos o crescimento do S. aureus, observamos o crescimento mais 

lento da bactéria no pH 5. O NaCl promoveu um estimulo no crescimento bacteriano, 

sugerindo comportamento halofilico. Apesar do estímulo apresentado, quando alteramos 

os valores de pH, podemos ver que o NaCl auxilia também na inibição do crescimento 

bacteriano devido sua interação com o RL, demonstrando, que para as células livres, 

ocorre maior ação do RL em todos os pH (Tabela 1 – onde observamos que na presença 

do sal obtivemos valores de CIM em pHs que não apresentam este valor na ausencia do 

mesmo). Este comportamento mudou quando analisamos os biofilmes. 
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Os experimentos realizados utilizando a coloração com cristal violeta mostraram 

uma maior remoção dos biofilmes em pH 6. Uma vez que a técnica não é adequada para 

a avaliação de células viáveis, para melhor entendimento do efeito dos tratamentos, foi 

realizada a contagem bacteriana utilizando o metodo descrito no item 4.6.3. Para estes 

ensaios, a concentração de RL foi fixada em dois valores. Inicialmente, testamos a 

concentração de 300ppm, e a partir dos resultados obtidos, dobramos a concentração 

para 600ppm. 

É possível visualizar que na concentração de 300ppm de RL por 24h, não houve  

redução significativa nas células viáveis dos biofilmes, principalmente nos pHs 6 e 7 ( 

Figura 15). 

 

Figura 15 – Quantificação de células viáveis em biofilmes de S. aureus submetidos a tratamento com RL 

(300 ppm) e NaCl (5%) sob diferentes valores de pH. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Quando a concentração de RL foi aumentada para 600ppm, pode-se observar  

comportamento semelhante ao observado em células livres, ou seja, quanto mais alto o 

valor de pH, é necessária uma maior concentração de RL para inibição das células 

viáveis (item 5.1). O aumento da concentração poderia ter sido maior, afim de observar 

uma maior reduçao dos biofilmes em pHs mais altos. Esse comportamento pode ser 

verificado ao visualizar uma redução de até 3,8 logs no número de células viáveis quando 

o tratamento contendo RL em pH 6 foi utilizado, enquanto que em pH 5, na concentração 
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de 300ppm, houve uma redução máxima de 1,62 logs no número de celulas viáveis ao 

se comparar com o controle. 

Comparando-se a ação do tratamento RL+5% NaCl em biofilmes pré-formados 

em meios de cultura acrescidos de 5% de NaCl foi observado a melhor ação dos 

ramnolipídeos em pH 5, mostrando a redução de aproximadamente 2,7 logs de células 

viáveis com 600 ppm de RL (figura 16). Quando analisamos o tratamento RL+5% NaCl 

em controle de pH 5 (ausente de NaCl), a redução em de células viáveis foi maior ou 

seja, de  7,15 para 3,72 log UFC/mL, sugerindo que o sal estimula a produção ou a 

adesão dos biofilmes o que explicaria a menor redução dos biofilmes formados em meio 

contendo NaCl. Pode-se supor ainda, que o sal tenha ação na expressão dos genes icaA 

e icaD, contudo, seriam necessários mais ensaios para a confirmação dessa hipótese. 

 

Figura 16 - Quantificação de células viáveis em biofilmes de S. aureus submetidos a tratamento com RL 

(600 ppm) e NaCl (5%) sob diferentes valores de pH 

 
 Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Ainda na figura 16, é possível visualizar a redução de até 3,8 log UFC/mL em pH 

6, quando utilizamos o tratamento de 600 𝑝𝑝𝑚 de RL. Em pH 7, a maior redução de 1,6 

log UFC/mL no tratamento com RL. Sendo assim, a combinação entre NaCl e RL, tem 

melhor eficácia apenas quando o pH está mais ácido (pH 5). O tratamento com RL (sem 

NaCl) mostrou-se mais eficiente nos biofilmes comparado a combinação com NaCl,  
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diferente do observado para células planctonicas (Tabela 3) onde foi possivel evidenciar 

redução do CIM com adição de NaCl em todos os valores de pH. 

Existem vários surfatantes e desinfetantes que agem sobre microrganismos, 

entretanto, devido a resistência adquirida por células em biofilmes, a atividade destes 

diminui muito, sendo necessárias grandes concentrações ou até mesmo a combinação 

com outros compostos. De acordo com Abdallah et al. (2015) agentes sanitizantes podem 

eliminar as células viáveis do biofilme, entretanto, não conseguem remove-los 

totalmente da superfície. Outra hipótese para a dificuldade da remoção dos biofilmes, é 

que a matriz extracelular presente na parte mais externa do biofilme, adsorve os 

antimicrobianos e reduzindo a quantidade que fica disponível para a parte interna 

(OLIVEIRA et al., 2000). 

Diversos fatores físicos podem influenciar na atuação dos surfatantes na 

superfície dos biofilmes, desde a concentração, pH até a temperatura (Abdallah et al., 

2014), além disso, Pagedar e Singh (2015) avaliaram que a população do biofilme pode 

diminuir se aumentarmos o tempo de contato do mesmo com o surfatante, entretanto, 

Gomes e Nitschke (2011) avaliaram que o tempo de contato não apresenta diferença 

significativa para a remoção de biofilmes de S. aureus por biosurfatantes. 

Os RL são influenciados pelo valor do pH podendo mudar sua conformação de 

grandes vesículas para micelas, sendo de grande importância o controle do pH nas 

soluções – grandes agregados micelares podem reduzir a interação com biofilmes 

(DAHRAZMA; MULLIGAN; NIEH, 2008; RODRIGUES, 2019; SILVA et al., 2017). 

Além disso, com o aumento do pH, pode ocorrer maior formação de biofilmes, como foi 

constatado por Hoštacká, Ciznar, Stefkovicova (2010) em seus estudos com 

Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae e Vibrio cholerae. 

De acordo com Lim et al. (2004) a presença do sal em meio de cultura possibilita 

o crescimento do biofilme de S. aureus e S. epidermidis. Barboza (2015) também, 

verificou uma alta taxa de formação de biofilmes estafilocócicos em uma concentração 

de 4% de NaCl, corroborando com os resultados deste trabalho, em que se observa maior 

formação dos biofilmes na presença de 5% de NaCl (Figura 14). Entretanto, diferente do 

observado para celulas planctonicas, a combinação de RL + NaCl não aumentou a 

atividade antimicrobiana nos biofilmes principalmente em pH 6 e 7 (Figura 16). 

Possivelmente a presença da matriz dificulta a interação do RL com a celulas e a 

presença de NaCl não é sufiuciente para aumentar esta interação. 



54 

O tipo e composição da matriz polimérica extracelular também influencia a ação 

dos RL sobre os biofilmes. Silva et al. (2017), demonstraram que a formação e remoção, 

dos biofilmes dependem diretamente do meio em que as bactérias se encontram, quando 

utilizou o leite como meio de cultura, devido à presença de carboidratos, houve maior 

sensibilidade dos biofilmes ao ramnolipídeo apresentando uma remoção de até 86,9% 

dos biofilmes de S. aureus enquanto em caldo nutriente a remoção foi de 35%. A maior 

ruptura em leite aconteceu porque neste meio, o biofilme foi mais hidrofílico 

aumentando a interação entre o biofilme e o tensoativo. Assim, é possível que a matriz 

polimérica formada nos diferentes valores de pH e na presença de NaCl também possa 

influenciar na atividade dos RL. 

 

5.5 Microscopia Confocal 

 

Após as analises de quantificação das células viáveis, afim de uma melhor 

visualização da ação dos tratamentos sobre os biofilmes, foi realizada a microscopia 

confocal. Para essa análise, foram selecionados os pHs 5 e 6, uma vez que nas 

concentrações de RL testados em pH 7 não obteve-se resultado significativo. 

Analisando a figura 17 podemos comparar as amostras controle, onde em pH 5 a 

produção de biofilmes atingiu até 20 µm de espessura, enquanto que em pH 6 (figura 

18) atingindo 14 µm. Ainda é possível verificar que quando aplicamos o tratamento 

contendo 600 𝑝𝑝𝑚 de RL, obtivemos uma remoção significativa das células na 

superfície, sendo possível visualizar a redução do volume das células. 

Comparando as imagens obtidas com os resultados apresentados anteriormente, 

foi possível verificar que, quando utilizamos o cristal violeta para quantificar a remoção 

das células viáveis, observamos a melhor taxa de remoção em pH 6, utilizando o 

tratamento de RL + 5% 𝑁𝑎𝐶𝑙 (figura 14). Em contrapartida, quando foram feitos os 

testes para quantificação das células viáveis, o melhor efeito da adição do 𝑁𝑎𝐶𝑙 acontece 

em meio mais ácido (pH 5). Esses resultados são demonstrados nas imagens, onde 

podemos comparar a espessura dos biofilmes, em pH 5, o tratamento contendo RL + 5% 

de 𝑁𝑎𝐶𝑙 apresentou a espessura de 14 µm enquanto que em pH 6 podemos observar um 

biofilme de 30 µm. De tal maneira, podemos confirmar que o melhor tratamento 

contendo 𝑁𝑎𝐶𝑙 se dá em pH ácido, como vimos anteriormente. Entretanto, em pH 6 é 

possivel observar que apesar de o biofilme não ter sido removido, as células estão 
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predominantemente mortas, sugerindo que a adição de 𝑁𝑎𝐶𝑙 em pH 6 é eficaz para a 

inibição do biofilme, mas não para a remoção do mesmo. 

 

Figura 17 - Imagens de microscopia confocal mostrando a ação do RL na ausencia e 

na presença do NaCl em pH 5 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

 

 



56 

Figura 18 - Imagens de microscopia confocal mostrando a ação do RL na ausencia e 

na presença do NaCl em pH 6 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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As imagens obtidas pela microscopia confocal, corroboram com os dados 

apresentados na figura 16, confirmando os resultados obtidos nos experimentos 

anteriores. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os dados apresentados neste trabalham mostram o efeito do pH e força iônica na 

atividade antimicrobiana de ramnolipídeos frente à Staphylococcus aureus (ATCC 8095) 

tanto em células livres como nas células em biofilmes. 

Os resultados mostraram que a atividade dos RL é dependente do pH e da força 

iônica do meio. Em células planctônicas, a ação antimicrobiana foi maior em pH ácido, 

entretanto, a presença de NaCl permitiu ampliar a atividade principalmente em valores 

de pH neutro e alcalino. Os biofilmes se mostraram mais resistentes e foi possível 

evidenciar a influência do NaCl e do pH do meio na atividade do RL. A remoção de 

biofilmes foi mais eficiente em pH 6 e 7 enquanto que a viabilidade foi reduzida de 

forma mais significativa em valores de pH na faixa ácida corroborando com os dados 

obtidos em celulas planctonicas. Os resultados sugerem que o RL possui potencial para 

controle de S. aureus em alimentos ácidos e salgados. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

• Estudar a composição da matriz polimérica dos biofilmes nos diferentes valores de 

pH e presença de NaCl. 

• Estudar a combinação de RL com outros fatores como temperatura e tempo de 

contato sobre atividade antimicrobiana em biofilmes. 

• Avaliar a ação dos RL sobre células planctônicas de S. aureus em modelo alimentar 

em condições de salinidade e pH ácidos. 
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