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Abstract

Biofilm growth in food industrial processing environment increases the probability of
product’s microbial contamination by spoilage and pathogenic microorganisms. Microbial
growth on metal alloy surfaces also leads to corrosion and subsequently higher costs for the
industry which needs to replace those surfaces more frequently. Biosurfactants represent a
great strategy to reduce biofilms. Surfactin, rhamnolipid and a commercial surfactant were
tested against L. monocytogenes and P. fluorescens biofilms on polystyrene and 304 stainless
steel surfaces. Anticorrosion effects were evaluated on 304 and 430 stainless steel and on
galvanized and carbon steel. Adhesion was reduced up to 79% and 54% on polystyrene, while
biofilm formation was reduced up to 83% and 73% on stainless steel surfaces (rhamnolipids
and surfactin, respectively). Surfactants altered the physicochemical characteristics of
surfaces resulting in metal alloy protection with rhamnolipids (confirmed by SEM). When
added to culture medium, surfactants showed antimicrobial activity against all strains. Results
demonstrate a good potential of the tested biomolecules to decrease adhesion/biofilm
formation on surfaces and postpone metal alloys corrosion.

Keywords: Biofilms, Biosurfactant, Anticorrosion, Rhamnolipids, Surfactin.

Resumo

O desenvolvimento de biofilmes em ambientes de processamento industrial de alimentos
aumenta a probabilidade de contaminacdo microbiana dos produtos por microrganismos
deterioradores e patogénicos. O crescimento microbiano em superficies de ligas metalicas
também pode levar a corrosdo e consequentemente a maiores custos para a industria que
precisara trocar equipamentos com maior frequéncia. Os biossurfactantes representam uma
excelente estratégia para reduzir a formacéo de biofilmes. A surfactina, o ramnolipideo e um
surfactante comercial foram testados contra biofilmes de L. monocytogenes e P. fluorescens
em poliestireno e aco inoxidavel AISI 304. Os efeitos anticorrosivos foram avaliados em ago
inoxidavel 304 e 430, também em a¢o galvanizado e aco carbono. A adesdo foi reduzida em
até 79% e 54% no poliestireno, enquanto que a formacéo de Biofilme chegou a 83% e 73% de
reducdo nas superficies de aco inox (ramnolipideos e surfactina, respectivamente). Os
surfactantes alteraram as propriedades fisico-quimicas das superficies, resultando em protecéo
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das ligas metalicas com o uso dos ramnolipideos (confirmado por MEV). Quando adicionados
ao meio de cultivo, os surfactantes demonstraram atividade antimicrobiana contra ambos 0s
microrganismos. Os resultados indicam um bom potencial das moléculas testadas para reduzir
adesdo e formacao de biofilmes, assim como postergar o inicio do processo corrosivo em ligas
metalicas.

Palavras chave: Biofilmes, Biossurfactantes, Anticorrosivo, Ramnolipideos, Surfactina.

Introducéo

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que apresentam propriedades
surfactantes (diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade de emulsificacdo) e
consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (1).
Compostos surfactantes sdo requisitados em todas as industrias para uma ampla gama de
aplicacBes. Os surfactantes sintéticos poderiam ser substituidos por biossurfactantes em
muitas areas (1; 2). As atividades superficiais e interfaciais dos biossurfactantes sdo mais
efetivas que as dos convencionais (detergentes anibnicos sulfatados), devido a valores
menores de tensdo superficial com menores concentracdes de produto ativo.

Os biofilmes sd@o uma grande preocupacdo em industrias de processamento de alimentos, uma
vez que seu estabelecimento pode resultar em obstrucdo de tubulacBes, corrosdo em
equipamentos, reducdo da eficiéncia em sistemas de troca de temperatura e ainda, em
deterioracdo e contaminacao por patdgenos nos produtos finais (3), interferindo nao apenas na
economia do processo mas também na salde do consumidor. Portanto, é imperativa a busca
de novas estratégias para o controle de biofilmes.

Alguns estudos demonstraram que o condicionamento de superficies com biossurfactantes
pode reduzir substancialmente a contaminacdo microbiana de materiais e consequentemente
inibir a formacéo de biofilmes (4). O nimero de células de L. monocytogenes aderidas ao ago
inoxidavel foi reduzida em 2 ciclos logaritimicos (5). O potencial antiadesivo dos
ramnolipideos e da surfactina foi avaliado contra linhagens de L. monocytogenes pelo
condicionamento do poliestireno e os resultados demonstraram que ambos os biossurfactantes
foram eficientes em atrasar a colonizacdo da superficie por bactérias (6). No entanto, o
mecanismo envolvido nesta atividade anti-adesiva ainda ndo € muito bem entendido.

Dentro deste contexto, € importante investigar a relacdo entre as propriedades fisico-quimicas
das superficies e a inibicdo da adesdo e formacdo de biofilmes, avaliando assim, quais seriam
as melhores condicbes de aplicacdo dos biossurfactantes para cada aplicacdo especifica de
acordo com as propriedades de cada surfactante. Ademais, alguns surfactantes também podem
proteger contra a corrosao, superficies de ligas metalicas (7). Estes produtos que apresentam
propriedades antiadesivas, antibiofilmes, antimicrobianas e anticorrosivas sdo de grande
interesse para industrias alimenticias. O objetivo deste trabalho foi avaliar estas propriedades
utilizando os biossurfactantes ramnolipideo e surfactina e compara-los a um surfactante
comercial.



INTERCORR2016_152

Metodologia

Ramnolipideos

Os ramnolipideos brutos foram obtidos a partir do cultivo de P. aeruginosa PA1 (8; 9) de
acordo com a metodologia descrita por Santos et al (10). O caldo de cultivo contend
ramnolipideos e livre de células foi purificado de acordo com Costa et al. (11). A
quantificacdo foi realizada utilizando a metodologia de Pham et al modificada (12). Os
valores de ramnose foram ajustados para contetdo de ramnolipideos de acordo com Santa
Anna (13). A composicdo de homologos dos ramnolipideos produzidos e sua respective
porcentagem foram determinados de acordo com Déziel et al. (14).

Surfactina

A surfactina foi produzida a partir de cultivos do B. subtilis ATCC 21332 (INCQS, Brasil). A
mesma foi produzida e purificada de acordo com Nitschke e Pastore (15).

Surfactante Comercial

Um produto comercial que consiste de uma mistura de peptideos de baixo peso molecular e
um surfactante quimico foi comprado e gentilmente fornecido pelo CENPES/Petrobras
(Brasil). Soluc6es aquosas foram preparadas nas mesmas concentragdes que as utilizadas para
0s biossurfactantes.

Condicionamento das superficies

Pocos de placas de microtitulacio de poliestireno e de aco inox AlSI 304 e cupons de 2 cm?
de aco inoxidavel AISI 304, 430, aco carbono, aco galvanizado e poliestireno foram pré-
condicionados com solucdes aquosas dos diferentes surfactantes. Agua foi utilizada como
controle. Apo6s 24 horas, as superficies foram lavadas com agua destilada esterilizada e
deixadas para secar em temperatura ambiente.

Propriedades fisico-quimicas

Os seguintes parametros foram analisados de forma a comparar as propriedades tensoativas
respectivas aos produtos: tensdo superficial (TS), tensdo interfacial (TI, contra o n-
hexadecano) e concentracdo micelar critica (CMC). Estes parametros foram determinados
utilizando a técnica da gota pendente (DSA 100S Gonidmetro, Modelo: OF 3210) de acordo
com Song e Springer (16). Dilui¢Bes seriadas do biossurfactante foram realizadas em agua e a
mesma técnica foi utilizada para determinar a concentracdo micelar critica (CMC) de acordo
com Sheppard e Mulligan (17).

O indice de emulsificacdo (Ey4) utilizando n-hexadecano foi avaliado de acordo com Cooper
(18). A altura da camada emulsificada foi monitorada durante 30 dias para verificar a
estabilidade da emulsdo ao longo do tempo.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Cupons tratados e ndo tratados (2 cm x 2 cm) de diferentes materiais (304 aco inoxidavel, 430
aco inoxidavel, aco carbono, aco galvanizado) foram examinadas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) para avaliar a extensdo da corrosdo dessas ligas metélicas depois de
condicionado. As amostras foram metalizadas e examinadas por microscopia eletrénica de
varredura em alto vacuo (FEI Company Quanta 200). As imagens foram obtidas com uma
ampliacdo de 5000 x, 20 kV.

Propriedades Fisico-Quimicas das Superficies Abidticas e Microbianas

A técnica da gota sessil (Kriss DSA 100S goniémetro, modelo: DE 3210) foi utilizada para
medir o angulo de contato entre as superficies e diferentes liquidos (4gua, formamida e de
etileno-glicol). Os angulos foram medidos pela abordagem de Van Oss (19). Os resultados
sdo expressos como o valor médio de pelo menos dez gotas (10 mL) a 23 ° C e 55% de
umidade relativa.

A energia livre de superficie foi calculada a partir dos componentes de tensdo superficial de
cada liquido conhecido, obtidos a partir do angulo de contato utilizando a equacdo 1 (19):

,_
(1+ cos@)y("" = 2 Kq'?i“’?i—"“’) + (rivi) +(Wrer?)

eq (1)

onde: 0 é o 4ngulo de contato entre o liquido e a superficie; y'°" é a energia livre de superficie
total; y-"/ & o componente Lifshitz-van der Waals; y*° é propriedade acido-base de Lewis; y +

e y- s40 0s componentes aceptores e doadores de elétrons, respectivamente; y ' = y-V + y*8

e =2 /vy

A hidrofobicidade da superficie foi determinada através de medicGes de angulo de contato e
pela abordagem de Van Oss et al. (20) e Van Oss (19), que indica que o grau de
hidrofobicidade de um material (i) é expresso como a energia livre da interacdo entre duas
entidades deste material, quando imerso em agua (w), AGiwi. Se a interacdo entre as duas
entidades é mais forte do que a interagdo de cada entidade com agua, o material é considerado
hidrofobico (AGiwi <0). Materiais hidrofilicos tém um AGiwi>0. Os resultados foram
calculados de acordo com a equagao 2:

— . LW LW [ +_.— I [ +_.— I —
AGgyy; = —2 Vo v —4 w'?‘?“'J“””“'_w'““ —YuYw

eq?2

As propriedades fisico-quimicas das células microbianas foram obtidas de acordo com a
mesma metodologia descrita para superficies solidas, apds a deposi¢do de uma camada de
Biofilme em membranas de acetato de celulose.
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In6culo para os Biofilmes e Condicgdes de Cultivo

Os microrganismos formadores de biofilmes escolhidos foram: L. monocytogenes, ATCC
7644 e ATCC 19112 (INCQS, Brasil) e P. fluorescens ATCC 13525 (INCQS, Brasil). As
culturas mantidas em estoque foram inoculadas em tubos inclinados de 4gar TSYEA, durante
24 ha35°Ce30°C, com L. monocytogenes e P. fluorescens respectivamente. Apds o
crescimento, adicionou-se agua destilada esteril & superficie e uma suspensao foi preparada.
Sua densidade 6ptica foi padronizada em 10° UFC mL™ (6) (610 nm - ANALYTIK JENA
SPECORD 210).

Suspensdes padronizadas de cada uma das estirpes foram inoculadas em pocos de placas de
microtitulacdo contendo caldo para monitorizar a cinética da adesao e formacédo de biofilmes
na superficie. No final de cada periodo de tempo, as superficies foram preparadas de acordo
Stepanovic et al. (21). Células fixadas foram coradas com violeta de cristal e este foi
solubilizado com acido acético glacial possibilitando a leitura de comprimento de onda a 570
nm, utilizando um leitor de microplacas (Biotech - Power Wave XS) de acordo com
Stepanovic et al. (22).

Composicao do Biofilme

A massa seca do Biofilme foi calculada utilizando suspensdes preparadas de acordo com
Cerca et al. (23). O peso seco (gaiofitme) fOi convertido em ggiofitme M Sabendo-se a area total
utilizada na formacao de biofilmes. A matriz do Biofilme foi extraida de acordo com Azeredo
e al (24) e o seu contetdo foi determinado subtraindo o peso seco de células removidas a
partir do peso seco total do Biofilme (MQGmatiz Gsiofitme -). Exopolissacarideos da matriz foram
quantificados de acordo com a metodologia de fenol-acido sulfdrico (25), utilizando a curva
padrdo para a glicose. A quantidade de polissacarideos pode entdo ser normalizada por massa
de biofilme (MYmatiz Ubiotitme ). As proteinas da matriz do biofilme foram quantificadas de
acordo com a metodologia de Bradford (26), utilizando BSA (albumina de soro bovino) como
curva padrdo. Da mesma forma que para os exopolissacarideos, a quantidade de proteinas
pode ser normalizada por massa de Biofilme (Mgproteina gBiomme'l).

Atividade Antimicrobiana dos Biossurfactantes

A atividade antimicrobiana foi quantificada de acordo com Wiegand et al. (27) atraves da
leitura da absorbancia (590 nm) ap6s 24 h de crescimento dos microrganismos testados com
um inéculo inicial de 10° UFC mL™ na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes de
biossurfactantes. Este teste também foi utilizado para avaliar o potencial para a formacéo de
biofilmes quando o biossurfactante foi adicionado ao meio de cultivo. Apos a determinacéo
do crescimento pela leitura da absorbancia, os biofilmes foram quantificados segundo o
procedimento descrito anteriormente.

Estatistica
Os resultados foram expressos como a média de pelo menos 4 réplicas independentes. Os

dados foram analisados por ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%
de probabilidade), utilizando o programa Statistica 7 (STATSOFT Inc.).
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Resultados e Discussao

De acordo coma Tabela 1, os biossurfactantes foram tdo efetivos quanto o surfactant
commercial no abaixamento da tensdo superficial e interfacial e suas concentracdes micelares
criticas foram baixas. O ramnolipideo purificado apresentou o maior indice de emulsificacdo
(70.5% = 0.6), sequido pelo surfactante comercial (66.4% + 0.5), surfactina (34.5% + 5.1) e
ramnolipideo bruto (27.1% + 3.2). A estabilidade da emulsdo foi monitorada por um més.
Ap0s este periodo as emulsdes reduziram apenas 4.8% e 10.9% com o tensoativo comercial e
ramnolipideo purificado, respectivamente.

Tabela 1.Tensdo superficial (TS), tenséo interfacial* (T1) e concentracéo
micelar critica (CMC) dos tensoativos testados.

Tensoativos TS (MN/m) TI(mN/m) CMC (mg/L)
Ramnolipideo Bruto (RB) 28.5%0.3 18.5+0.3 59.0 +2.6
Ramnolipideo Purificado (RP)  25.7 0.3 <1.0 110.0 £3.0
Surfactina (SU) 26.8+0.1 21.8+28 83.7£0.8

Surfactante Comercial (SC) 275104 11.4+1.6 56.0 £6.7

*contra 0 n-hexadecano

As diferencas entre os indices de emulsificacdo, para um mesmo agente tensoativo purificado
em relacdo ao nédo purificado, podem resultar de componentes interferentes presentes no meio
de cultura que ndo foram removidos pelo procedimento de purificagdo. Tais interferéncias
podem diminuir a taxa de emulsificacdo e estabilidade da emulsdo ao longo do tempo.

O conhecimento sobre as propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes produzidos é de
grande importancia. Condicdes de cultura e estirpes utilizadas para produzir biossurfactantes
podem influenciar a mistura da composicdo de homdlogos nos meios finais e, portanto, pode
afetar as caracteristicas fisico-quimicas, tais como concentracdo micelar critica (CMC), tenséo
superficial (ST), tensdo interfacial (T1), indice de emulsificacdo (Ez4), estabilidade da emulsao
e, consequentemente, suas propriedades antimicrobianas, anti-adesivas, anti-biofilme e anti-
corrosivas. Ramnolipideos produzidos por estirpes de P. aeruginosa sdo geralmente uma
mistura de homologos contendo os dois principais tipos RL1 (Rha-Cy0-Ci0) € RL2 (Rha-Rha-
C10-C10) (28), que também foram encontrados neste estudo (Tabela 2).

Os ramnolipideos purificados apresentaram 72% de pureza. A tabela 2 enumera a composicao
quimica das misturas de homologos de ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa PAL. Os
resultados indicam que o0s principais componentes desta mistura sdo RhaC.oCyp €
RhaRhaC;oCig, representando aproximadamente 34% e 31%, respectivamente. Houve uma
distribuicdo quase equivalente entre mono- e di-ramnolipideos, correspondente a 51,5% de
mono-ramnolipideos e 48,5% de di-ramnolipideos.
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Tabela 2. Composicdo quimica dos
ramnolipideos  produzidos por P.
aeruginosa PAL.

Composigdo Percentual (%)
Rha-Cy,-Cqg 7.98
Rha-Cy,-Cy 33.91
Rha-Cy,-Cy, 3.67
Rha-Cy4-Cio 0.81
Rha-Cy-Cizg 4.88
Rha-Cy,-Cyp 0.22
Rha-Rha-Cg-Cg 0.02
Rha-Rha-Cyo-Cg 4.69
Rha-Rha-Cyo-Cyg 30.76
Rha-Rha-Cy,-Cy, 6.82
Rha-Rha-Cy, -Cy, 0.38
Rha-Rha-Cy,-Cy4 0.01
Rha-Rha-Cy,-Cio 0.53
Rha-Rha-Ciy-Cyy1 4.55
Rha-Rha-Cy,-Cip 0.64
Rha-Rha-Cy,-Ci4 0.05

A atividade antimicrobiana de biossurfactantes foi determinada com o objetivo de
compreender se as alteracdes fisico-quimicas das superficies condicionadas em inibir / reduzir
a adesdo e formacdo de biofilme, e se a atividade antimicrobiana interfere nestes processos.
Também foi avaliada a inducdo ou inibigdo de biofilme com o bio-tensoativo adicionado ao
meio de cultura.

Todos os tensoativos foram capazes de inibir o crescimento plancténico dos microrganismos
testados, com a excecdo de surfactina contra P. fluorescens (Tabela 3). As células aderidas
foram reduzidas até 100% para a maioria das concentra¢Ges de ramnolipideo apos 24h.

Abalos et al. (28) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma mistura de ramnolipideo
produzido por P. aeruginosa AT10 contra uma vasta gama de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos, e concluiu que, devido as propriedades
fisico-quimicas e atividade antimicrobiana elevada, de uma mistura de sete homologos de
ramnolipideos, estes poderiam ser uma ferramenta Util em processos de biorremediacéo,
cosmeticos e industrias de alimentos.

A inibicdo de biofilmes de P. fluorescens ATCC 13525 por ramnolipideo bruto foi maior do
que com ramnolipideos purificados. Estas diferengas no crescimento e formacdo de biofilme
(Tabela 3) podem ser devido a presenca de outros componentes no bruto que foram
parcialmente ou totalmente eliminados na forma purificada. Esses componentes podem ser
fatores de viruléncia de natureza proteica e também moléculas de quorum sensing: elastase,

-7-
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protease LasA, protease alcalina, fosfolipase C, lipase, exotoxina A, cianeto, piocianina,
lecitina e superoxido dismutase. A producdo destas moléculas é coordenada por quorum
sensing e ocorre concomitantemente com a producdo ramnolipideos por P. aeruginosa (29;
30). Moléculas produzidas por P. aeruginosa que possuem atividade quorum sensing podem
também interferir com o comportamento de outros microrganismos que ndo produzem 0s
mesmos sinais, por exemplo o sistema de 3-0x0-C12-HSL (Lasl / R) e PQS que apresentam
propriedades anti-bacterianas excelentes (31).

Tabela 3 - Inibicdo do crescimento plancténico e biofilme (%) quando o tensoativo é adicionado ao meio de
cultivo.

Concentracdo de Tensoativo (ug/mL)
] ] Tipo de Tipo de
Microrganismo 2500 1250 600 40 20

Inibicdo Produto
(ng/mL) (g/mL)  (ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)

Inibicdo do RB 99.6+1.1 99.0+0.8 98.9+2.38 37.1+5.0 33.5+3.9
crescimento RP 98.0 +0.9 941454 92476 89.5+11.1 8.5* +8.4
planténico SuU 63.7 +4.9 543+34  50.0%3.2 -0.9* 3.3 1.3*+2.7

L. monocytogenes (%) SC 69.8 +1.7 61.0+24  48.0+2.8 16.6 2.6 25.3+1.9
ATCC 19112 L RB 106.4+4.1 91465 107.0+5.7 88.4 +8.2 77.6 7.2
ImPIQéO do RP 93.1+25 95.3+22 944424 90.9+2.3 84.3+95

BI(():/:JI)me SuU 78.3+129 62.0+104 67.7+185 47.9%154  9.4*+159

SC 103.7+2.1 109.8+0.9 108.6+0.7 884124  70.0+16.7

Inibigdo do RB 99.4 £5.8 99.3+7.9 66.0 £5.1 229445 17.8 £3.2
crescimento RP 98.8 +0.4 98.1+1.1 98.7 £0.3 99.4 +0.3 11.7 £8.9
plantdnico SuU 93.3+1.8 77.9+1.9 65.3 2.6 10.6 £3.5 10.5+4.0

L. monocytogenes (%) SC 471 +2.4 32.5+6.2 19.5+5.8 -6.5* +2.9 -3.1*+4.0
ATCC 7644 nibicio d RB 103.2+9.8 104.4+7.1 103.7+4.2 94.8 +3.9 84.9 +10.2
nibicdo do
¢ RP 96.2 +2.4 98.4 +0.8 95.8 +1.8 96.7 £2.5 73.146.5
Biofilme
) SU 99.5+1.6 92.4 7.7 94.0 £3.0 67.1+6.5 67.0 £12.9
0

SC 105.4+33 105.0+14 105015 70.0+12.8 58.5+10.3

Inibico do RB 483+1.8 33412 334+21  164+09  10.3+0.8
crescimento RP 325450 31.8#34 326+39 330461  32.5+2.8
plantdnico SuU -9.4*+72 -95%*+58 -0.2*+58  0.3*+0.9  -1.1*+2.0
(%) CS 706+1.7 686427 711431 15.0 +1.4 15.9 +0.9

RB 945423 97.2#33 952449 472463  36.9+6.4

P. fluorescens

ATCC 13525
Inibicdodo ~ RP 141430 141+10 15008 118451  10.1+43
Biofilme su 91741 972420 83.659 134234 148425
(%) -169.6

SC 64.8 £5.4 50.2+8.4 -41.0+56 -176.8+6.3 63
6.

*nao difere do controle, p=0,05.
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Biossurfactantes lipopeptidicos tém uma ampla gama de propriedades, tais como agentes
antimicrobianos, como no lipopeptideo produzido por Bacillus circulans (32). Fernandes et al.
(33) também estudaran dois lipopeptideos de B. subtilis, confirmando atividade
antimicrobiana contra 29 bacteérias.

A inibicdo do crescimento planctonico por surfactina (Tabela 5) foi eficaz contra
microrganismos Gram-positivos, com 64% de inibicdo de L. monocytogenes ATCC 19112 e
93% para L. monocytogenes ATCC 7644. Este produto inibe a formacdo de biofilme de todos
0s microrganismos testados: 48-78 % (L. monocytogenes ATCC 19112), 15-92% (L.
monocytogenes ATCC 7644) e 67-100% (P. fluorescens). Estes resultados corroboram os
achados de Rivardo et al. (34), que verificaram que o produto de B. subtilis foi eficaz contra
microrganismos Gram-positivos e ndo contra microrganismos Gram-negativos.

De acordo com Ahima et al. (35), os lipopeptideos podem modificar a hidrofobicidade da
superficie bacteriana e, consequentemente, alterar a adesdo destes microorganismos em
superficies abidticas. Os efeitos dependem da hidrofobicidade bacteriana inicial, bem como
do tipo e da concentra¢do do lipopeptideo.

Araujo et al. (6) mostraram inibicdo do crescimento planctonico das mesmas estirpes de L.
monocytogenes, utilizando 1000 ug mL™ de surfactina de B. subtilis LB5a produzido na
manipueira como substrato (6,2 e 9,3% por ATCC 7644 e ATCC 19112, respectivamente).
Neste estudo, utilizando uma concentragdo de apenas 600 pug mL™, observou-se uma inibicéo
muito mais eficaz (65 e 50%, respectivamente) para as mesmas estirpes. A diferenca entre 0s
resultados podem estar relacionados com uma composicdo diferente de meios de cultura e
também de uma estirpe diferente de B. subtilis utilizados para a producdo de biotensoativo.
Todos estes fatores podem causar variacdes e consequentemente influenciar o efeito desejado
do produto. O mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana observada para
biossurfactantes permanece pouco claro, no entanto, entre os pesquisadores é conhecido que a
maioria das acdes dos biossurfactantes reside na perturbacdo da membrana citoplasmatica,
pois por possuir um carater anfipatico, este permite a interacdo com fosfolipidios, alterando a
permeabilidade com o dano celular consequente (36; 37).

Embora o agente tensoativo comercial apresente excelentes propriedades antimicrobianas
contra todos 0s microrganismos testados e propriedades anti-adesivas contra as duas estirpes
de L. monocytogenes, 0 mesmo induziu a adeséo celular de P. fluorescens, quando adicionado
ao meio de cultura. Assim, este produto ndo é desejavel para este tipo de aplicacdo. O estresse
causado pelo contato com este surfactante, pode ter induzido a producéo e liberacdo de auto-
indutores (quorum sensing) nas células intactas deste microrganismo, induzindo a formacéo
de biofilme como protecdo. Uma das propriedades dos biofilmes é a de proteger os
microrganismos contra ambientes hostis (38), tornando-o0s mais resistentes do que as células
de vida livre para a acdo de agentes quimicos e fisicos (39).

A cinética de formacdo de biofilme revelou que todas as cepas testadas foram fortes
formadores de biofilme em ambas superficies (Poliestireno e 304 Aco inox) de acordo com a
classificacdo de Stepanovic et al. (22). Ambos adesdo e formacgdo de biofilme de P.
fluorescens em comparagdo com L. monocytogenes foram até 4 ou 5 vezes maior em
superficies de poliestireno e aco inox AISI 304. Cada microrganismo apresentou perfil
cinético diferente nas distintas superficies. Estas diferencas sdo devido as caracteristicas
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fisico-quimicas da superficie e caracteristicas de adesdo de cada estirpe de microrganismo
estudado. Além disso, a hidrofobicidade da superficie bacteriana varia dentro das espeécies,
sorotipos ou estirpes (40).

A composic¢do da matriz do biofilme é um pardmetro importante para a compreensdo dos
fendmenos de adesdo e formacdo de biofilme. A linhagem de P. fluorescens tinha uma maior
capacidade para formar biofilmes do que a de Listeria monocytogenes em poliestireno e aco
inox 304. A hidrofilia mais elevada, possivelmente associada a um aumento da producédo de
exopolissacaridos de P. fluorescens, pode estar relacionada com a facilidade desta linhagem
de formar biofilmes.

De acordo com Ly et al. (41), o carater hidrofilo € predominantemente correlacionado com
uma maior concentracdo de polissacarideo e uma menor concentracdo de compostos
hidrocarbonados. Muitos fatores podem interferir no processo de adesdo microbiana na
superficie, tais como apéndices celulares (40; 42), hidrofobicidade e carga superficie dos
microorganismos (42), hidrofobicidade e carga da superficie a qual eles irdo aderir (43) e a
capacidade de produzir exopolissacarideos (42). Chae et al. (40) descobriram que quanto
maiores os niveis de carboidratos extracelulares produzidos por diferentes estirpes de L.
monocytogenes, maior serd a sua capacidade para formar biofilmes.

Borucki et al. (44) descobriram que um teor mais elevado em exopolissacarideos produzidos
por L. monocytogenes foi correlacionado com a sua maior aderéncia a superficies.

A quantificacdo e caracterizacdo de material polimérico extracelular (MPE), produzido por
cada bactéria sdo mostradas na Tabela 4. Considerando-se 0s percentuais para cada bactéria
pode-se inferir que a composic¢ao do biofilme de L. monocytogenes ATCC 7644 tem cerca de
83,3% de células e 16,7% de matriz. A matriz polimérica apresentou uma média de 39,4% de
proteinas, 35,0% de carboidratos e 0s 25,7% restantes da matriz sdo formados por outros
componentes, como éacidos nucleicos, lipideos, peptideos de baixo peso molecular,
fosfolipidios e sais minerais (45). A composi¢do do biofilme de L. monocytogenes ATCC
19112 tem cerca de 85,4% de células e 14,6% matriz. A matriz polimérica mostrou uma
média de 23,3% de proteinas, 29,4% de carboidratos e 47,3% de outros componentes, como
descrito acima. Os biofilmes de P. fluorescens tem 71,6% de células e 28,4% de matriz. A
matriz polimérica mostrou uma média de 39,8% de proteinas, 32,4% de carboidratos e 27,8%
de outros componentes.

Tabela 4. Contetido de acucar e proteinas da matriz do biofilme, massa celular e massa
de biofilme de L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 19112 e P.
fluorescens ATCC 13525, apbs o crescimento de 24 h.

. . Aclcares Proteinas Células Biofilme
Microrganismo ) 2
(M9/MGbior)  (MQ/MGpior)  (Mg/cm?)  (mg/cm®)

L. monocytogenes ATCC 7644 58.3 0.4 65.6+3.5 4.0 +1.9 4.8 +1.2
L. monocytogenes ATCC 19112 43.0+4.0 34.1+4.8 35°+1.7 41709
P. fluorescens ATCC 13525 92.0+0.5 113.0+95 53138 7.4+0.7

*Nao diferem entre si a mesma coluna, p=0,05.
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O biofilme de P. fluorescens tem a maior concentracdo de carboidratos, consistente com a
ideia de que as cepas com maior capacidade de produzir exopolissacarideos (EPS) sdo
provavelmente menos hidrofébicos e tém uma maior capacidade de formar biofilmes.

Os diferentes perfis observados para cada estirpe bacteriana podem ser correlacionados com
propriedades fisico-quimicas de células e superficies envolvidas, assim, nos avaliamos estes
parametros e os resultados estdo apresentados na Tabela 5 e 6.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas dos microrganismos (L. monocytogenes ATCC 19112, L. monocytogenes
ATCC 7644 e P. fluorescens ATCC 13525).

y- Y \'a % yor A6y

Microrganismo/Superficie , ) 5 ) )
(miIm?  (mIm?  (mdim?) (mIm?) (md/m*) (md/m?)

L. monocytogenes ATCC 19912  37.6*°+1.4 1.1°%0.9 17.9+27 9.0#36 46.6°+8.0  -30.916.1

L. monocytogenes ATCC 7644 50.0+1.3 0.2°#0.1 124+25 3.1#13 53.1+2.6 -49.3£1.9
P. fluorescens ATCC 13525 241422 0.0°#0.1 28453 -1.6"+43 22.5%6.5 -21.6 £1.6

a, b, ¢, d, e - diferentes letras indicam que valores diferem estatisticamente entre si, p=0.05.

Energia livre de superficie total - Y'°'; componente Lifshitz-van der Waals - Y-"; Propriedades acido-bésicas de

Lewis - Y*®; componente doador de elétron - Y; componente aceptor de elétron - Y* e hidrofobicidade de
superficie - AG"".

A forca de Lifshitz-van der Waals, responsavel por interacdes ndo polares, € a soma das
forcas de atracdo ou de repulsdo entre as moléculas. De acordo com Hood e Zottola (46) essas
forcas sdo relativamente fracas, na primeira fase de adesdo microbiana (reversivel). Durante
esta fase, apenas a forca Lifshitz-van der Waals esta a funcionar, com uma distancia > 50 nm
entre microrganismos e superficie. Além disso, a aproximacdo de células para a superficie é
mediada por propriedades nédo especificas da superficie celular.

O componente Lifshitz-van der Waals esta relacionado com interacGes ndo polares que tém
lugar nos primeiros estagios de adesdo microbiana, os valores mais baixos foram encontrados
entre P. fluorescens e aco inox, indicando uma aproximagdo mais elevada de células de P.
fluorescens ATCC 13525 a superficie de aco inox (Tabela 5 e 6). Os maiores valores foram
encontrados para L. monocytogenes ATCC 7644 e Poliestireno indicando uma aproximacao
menor de L. monocytogenes ATCC 7644 a superficie de poliestireno.

De acordo com os resultados na Tabela 5, todos os microrganismos testados exibiram
caracteristicas hidréfobas (hidréfobo quando aGg; € negativo, e hidrofilo quando a6y, for

positivo), com L. monocytogenes ATCC 7644 e P. fluorescens ATCC 13525 mostrando
valores superiores e inferiores de hidrofobicidade, respectivamente. As caracteristicas de
hidrofobicidade podem variar consideravelmente entre diferentes estirpes de bactérias da
mesma espécie microbiana (35; 6). Da mesma forma, a energia livre de superficie (Y™°7)
também foi maior para L. monocytogenes ATCC 7644 do que para P. fluorescens; a superficie
de aco inox apresentou energia livre de superficie elevada comparativamente ao poliestireno.

As interacdes acido-base de Lewis (Y”?) sdo responsaveis por interagdes polares (interacdes
especificas de doador / aceptor de hidrogénio). Eles estdo envolvidos na terceira fase de
adesdo microbiana (irreversivel) e ocorrem a distadncias menores do que 1,5 nm por forgas
polares de curta distancia (46).
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Os componentes doadores e aceptores de elétrons estdo relacionados com o componente de
acido-base de Lewis. As bactérias estudadas neste trabalho sdo hidrofobas e apresentaram
valores quase negligenciaveis como doadores de elétrons (Tabela 5).

O pardmetro de hidrofobicidade de superficie (a64;) € considerado por muitos autores como o

fator mais influente para a formacao de biofilme. Este pardmetro comeca a operar na segunda
fase (reversivel / irreversivel) de adesdo microbiana (46). Nesta fase, devido a repulsdo
eletrostatica (10-20 nm a partir da superficie), interacbes secundarias estdo a ocorrer. Isto é
devido a uma aproximacdo mais facil para a superficie por remoc¢éo de agua, 0 que inicia o
rearranjo das células sobre a superficie. Os resultados (Tabela 5 e 6) sugerem que 0 ago inox
tende a apoiar uma formacdo maior de biofilme e que P. fluorescens ATCC 13525 tem o
maior potencial para formar biofilmes.

De acordo com Hammadi & Latrache (47), as bactérias com altos valores de hidrofobicidade
de superficie sdo fortes doadores de elétrons e bactérias com valores baixos sdo fracos
doadores de elétrons. Chavant et al. (48) relataram que a estirpe de L. monocytogenes LO28, é
um fraco aceptor de elétrons e um alto doador de elétrons. Os resultados estdo em contraste
com 0 nosso estudo, em que as estirpes de L. monocytogenes eram fracos doadores de
elétrons. No entanto, eles usaram um método diferente (ades@o-microbiana-a-solventes), que
ndo prevé uma quantidade numérica para permitir a discussdo em termos de afinidade de
celulas microbianas a solventes com diferentes caracteristicas fisico-quimicas conhecidas. De
acordo com estes autores, a fase de crescimento e a temperatura pode influenciar a
composicdo da parede celular, das suas propriedades de hidrofobicidade e de doadores de
elétrons, o que explica as diferencas entre os dois estudos.

Valores semelhantes foram obtidos para energia livre de superficie total (Y™°"), sendo
maiores para L. monocytogenes ATCC 7644 em comparagdo com P. fluorescens. De acordo
com Busscher et al. (49), a adesdo bacteriana € termodinamicamente favorecida em
superficies com valores elevados de energia livre: quanto menor for a energia livre da
superficie, menor a adesdo. Assim, a adesdo bacteriana ao aco inox 304 € maior em
comparagdo ao poliestireno (Tabela 5 e 6). Isto também foi confirmado pelas cinéticas de
formacédo de biofilme em ambas as superficies.

A Tabela 6 apresenta as propriedades fisico-quimicas de diferentes materiais quando
condicionados com os tensoativos.

De acordo com Machado (50), o grupo hidrofobo esta geralmente orientado para a superficie
e 0 grupo polar é exposto a dgua quando um agente tensoativo € adsorvido sobre superficies
hidrofobas. A superficie torna-se assim hidréfila (valor positivo no parametro de hidrofobia
AGgy;), €, como resultado, a tensdo interfacial entre a superficie e a agua é reduzida. Este

fendmeno de hidrofobia (a&g;) foi confirmado na maioria dos tratamentos (Tabela 6).

O efeito do biossurfactante variou de acordo com o tipo e superficie envolvidos. Apds o
condicionamento com surfactina, o poliestireno ndo mostrou alteracdo significativa nas
propriedades de superficie, e um ligeiro aumento no pardmetro acido/base de Lewis (y"®) foi
observado. A superficie de ago inox, no entanto, mostrou um grande aumento no componente
aceptor de elétrons (y*) e uma diminuicdo significativa na hidrofobicidade de superficie (AG),
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a energia livre de superficie total (y"°T) também foi maior. O surfactante ramnolipideo (bruto

e purificado) promoveu um grande aumento no componente aceptor de elétron (y") e reduziu a
hidrofobicidade de superficie do poliestireno. Para a superficie de aco inox, a Gnica mudanga
significativa foi observada na hidrofobicidade de superficie, que tornou-se mais hidréfoba
com ramnolipideo bruto (RB), no entanto, o ramnolipideo purificado (RP) promoveu uma
ligeira reducdo neste pardmetro. Tendo em conta estes resultados, pode-se afirmar que a
surfactina modifica a superficie de aco inox gerando um (aceptor de elétrons) carater mais
hidrofilico e &cido, enquanto que os ramnolipideos promovem a mesma modificacdo, mas em
superficies de poliestireno.

O aco inox 430, o aco galvanizado e o aco carbono ndo foram utilizados em estudos de
formacdo de biofilme, no entanto, o efeito de condicionamento por biossurfactantes em tais
superficies foi determinado para avaliar se o tratamento pode influenciar o processo de
corrosao.

Em geral, as superficies tratadas com surfactina tornaram-se hidrofilas, enquanto que com os
ramnolipideos e com o surfactante comercial a hidrofobicidade superficie, embora reduzida,
foi mantida. O aco carbono é hidrofilo e ramnolipideos tornaram a superficie hidrofébica
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Propriedades fisico-quimicas de superficies tratadas com surfactantes.
Y|_W s v YAB YTOT AGy;
(mim?  (mIm?)  (MmIm?)  (mim? (md/m?) (mJ/m?)

Superficie Tratamento

Controle 439°+0.1 15 +0.1 9.8 01 -75 +0.1 36.3 0.2 -69.3° +0.9

RB 49.0+0.1 0.7 0.1 56.8+40.2 -12.8+0.2 36.2°+0.3  39.0+1.6
Poliestireno RP 50.9+0.1 05 0.1 264403 -7.3°+0.1 437102  -15.8+25
SU 480°+0.3 04" +0.1 9.0 104 -3.6+0.1 444°+05 -70.5 6.1
SC 489+0.1 3.2+0.1 279415 -19.0+0.1 29.9°+0.1 -22.2+3.9
Controle 4207402 27 22 09 +15 -3.0 +15 410 +1.7 -98.7 +2.3
RB 4277404 03700 0.3°+03 06 0.3 432°+0.7 -126.6+2.9
Aco inox 304 . . " . N
ALS| RP 38.8"+0.1 0.0°#0.0 59°+20 -05+04 383°+0.5 -80.7+35
SuU 68.6+1.6 05 +1.9 422+15 -92+0.1 594453 23.7 £3.3
SC 40.1°+14 29°+12 05 06 23420 425 +21  -79.8+2.0
Controle 29.0 0.2 2.6 +22 16 1.3 -41 +15 250 +0.8 -119.1+4.7
) RB 33.2°+0.4 02°+0.0 94422 27°+03 359423 -70.7 3.8
Aco inox 430 . .
ALS| RP 402+0.1 0.2°+00 101420 -2.6"+04 37.7+1.0 -58.413.1
SU 62.7+16 06 +1.9 541456 -11.6+3.7 51.1+6.4 39.3+3.8
SC 232°+0.1 00"+12 13°+09 04 +20 236 +1.3 -134.9+49
Controle 35.1+0.2 07405 49+16 -36+09 315+1.0 -97.9+45
A RB 28.1+0.3 007401 54°+29 07 +17 287 +20 -98.4"+39
0 . . . .
g_ RP 34.8"+0.3 0506 120492 -50"+0.6 29.8"+0.8 -62.8+2.8
Galvanizado N .
SU 49.7+0.3 17 +11 649496 -21.1+6.8 286 +7.1  42.7+4.4
SC 348°+0.1 0.7°+#1.0 23°+39 25439 374 +40 -97.9 86
40.7
Controle 75.6 +0 28425 s 214455 542455 17.7+2.3
+14.
RB 453+0.4 03402 36+1.4 22411 475+15  -91.5+4.6
Aco Carbono RP 41702 02%0.1 0402 -0.5+0.1 41.2£0.2 -124.9 7.9
X 49.8" . .
SuU 71.7°+04 15+0.1 L6 2173404 544" +0.8  30.2+4.5
+1.
SC 81.2+0.3 25 +0.1 584+1.0 -243"+03 56.9"+0.6 30.6 +4.3

*nao difere do seu respective controle, p=0,05.

Energia livre de superficie total - Y'°"; componente Lifshitz-van der Waals - Y-; Propriedades 4cido-basicas de

Lewis - Y*&; componente doador de elétron - Y; componente aceptor de elétron - Y* e hidrofobicidade de
superficie - AG,"".
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A hidrofilicidade ndo aumentou com o tratamento pela surfactina em poliestireno. O carater
anioénico da surfactina é atribuido aos residuos dos aminoacidos glutdmico e aspartico
carregados negativamente (51). Estas moléculas podem ter sido distribuidas aleatoriamente
sobre a superficie, ou seu grupo hidrofilo pode ter virado para a superficie devido ao carater
acido (y+) do poliestireno, ou foram incapazes de adsorver (a Ultima opcdo é improvéavel,
como sugerido pelos demais resultados). E possivel, também, que a formagdo de micela na
superficie tenha resultado em um filme com diferentes estruturas. Além disso, a concentracao
utilizada foi maior do que o valor de CMC, o que permite a formacéo de micelas orientando a
cabeca hidrofoba a superficie. No caso da formacdo de micelas, posicdo da cabecga seria
mantida virada para o0 meio hidréfobo. Em Aco inox, 0s grupos carregados e o padrdo de
organizacdo de micelas promoveu aumento no carater hidréfilo e, provavelmente, os grupos
carregados sdo confrontados com a fase de &gua, resultando em aumento de y+ e diminuigdo
de AGgy;.

N ot
Treated

Figura 1 — Imagens fotograficas por MEV (5000x) de ago carbono (da esquerda para a direita, de cima
para baixo): ndo tratado, controle (tratado com H,0) e condicionado com surfactina (SUR), surfactante
comercial (X), ramnolipideo purificado (PRL) e ramnolipideo bruto (CRL).

Os resultados para a hidrofobicidade sugerem que a formacdo de biofilme foi inibida pelo
condicionamento de poliestireno, aco inox AISI 304, ago inox AISI 430 e superficies de aco
galvanizado com biosurfactantes que se tornou hidréfila ou menos hidr6foba em comparacao
com o controle (Tabela 6). A diminui¢do na hidrofobicidade de superficie como um resultado
do condicionamento por biossurfactantes provoca uma diminuicdo nas interacdes hidr6fobas
com a parede celular de microrganismos hidrofébico. Como resultado, a adesao / formacao de
biofilme é reduzida.

Geralmente, superficies hidréfobas tém valores baixos para ambos componentes aceptores /
doadores de elétrons (19). A Tabela 6 mostra que isso também é verdade neste estudo.
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Ramnolipideos sdo também agentes tensoativos aniénicos devido a grupos ramnosil e
carboxila. Quando em solucédo, os ramnolipideos podem agregar-se em micelas, vesiculas ou
lamelas, dependendo do pH e a presenca de ions em solucdo (52). Superficies de poliestireno
condicionadas com ramnolipideos apresentaram diminuicdo da hidrofobia e aumento do
carater acido sugerindo que 0s grupos carregados estavam voltados para a fase aquosa. Em
aco inox nenhuma mudanca significativa foi observada no carater acido e a superficie
manteve a sua natureza hidréfoba, provavelmente, neste caso, as caudas hidrofobas
predominam em contato com a agua. Novos estudos devem ser realizados para elucidar o
estado de agregacgdo das moléculas e sua relagdo com a atividade antibiofilme.

O revestimento de superficies com agentes tensoativos pode inibir a corrosdo como uma
barreira fisica para outros componentes que poderiam potencialmente reagir com a superficie
ou, dependendo da natureza do tensoativo ou dos seus constituintes, pode potencializar este
processo.

Superficies de aco que passam por processos tais como a corrosdo, tém como consequéncia
alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas. Estas alteracdes podem resultar ndo sé a partir
da distribuicdo de particulas tensoativas na superficie, mas também a partir de reacGes
quimicas que causam / adiam a corrosao.

O condicionamento de superficie pode ser aplicado para aumentar a resisténcia a corrosdo,
reduzindo a formacdo de dxido de Ferro e aumentando a formacao de Oxido e hidroxido de
Cromo (53), sugerindo propriedades protetoras dos biosurfactantes contra a corroséo.

Meylheuc et al. (43) verificaram um aumento na razdo Cr / Fe de 0,9 sobre uma superficie
limpa (ndo condicionada) a 1,4 sobre a superficie condicionada, sugerindo propriedades
anticorrosivas do surfactante. O mesmo tratamento tornou a superficie mais hidrofila.

A corrosdo de metais resulta na formacdo de produtos de corrosdo e liberacdo de energia. A
maioria dos tratamentos deste estudo ndo diferiu estatisticamente do controle. Embora, em
alguns tratamentos, a energia livre de superficie tenha aumentado em relagdo ao controle, ndo
se sabe se 0 aumento deveu-se a reacdes na superficie que geraram produtos de corroséo ou as
caracteristicas fisico-quimicas do filme formado por cada surfactante.

Superficies de diferentes ligas metalicas tornaram-se hidrofilas apos o tratamento pela
surfactina, indicando que, neste tipo de superficie a parte hidrofoba das moléculas tensoativas
sdo susceptiveis de terem sido direcionadas para a superficie.

Quando superficies interagem com ifons H* tendem a se tornar mais hidrofilas, facilitando
processos de corrosdo. Quando condicionadas por surfactantes, a corroséo pode ser evitada
por aumento da hidrofilia associado ao filme do produto sobre a superficie que a protege
contra a interagdo com O, e fons H™.

A superficie controle de aco carbono foi classificada como hidréfila, provavelmente devido ao
processo corrosivo que se seguiu ao condicionamento pela agua (Figura 1). Alguns
tratamentos protegeram a superficie contra a corrosdo, enquanto outros tratamentos induziram
a corrosdo. A superficie tornou-se mais hidréfoba, quando condicionada com ramnolipideo
bruto e ramnolipideo purificado. O filme formado nestes tratamentos hidrofobizou a
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superficie e serviu como uma camada protetora, inibindo visualmente a corrosdao. Os
condicionamentos realizados com surfactina e o surfactante comercial foram mais hidroéfilos
do que o controle e também apresentaram um processo de corrosdo mais extensa, indicando
que o filme formado reage diretamente com a superficie gerando produtos da corroséo.

Todas as caracteristicas fisico-quimicas mencionadas estdo relacionadas com a adesdo
microbiana e formacéao de biofilme, e a alteracdo de cada pardmetro pode influenciar positiva
ou negativamente a adesdo microbiana (37). A presenca de um biotensoativo de P.
fluorescens pode adiar a corrosdo em ago inox 304 (53), confirmando que o ramnolipideo
pode ser utilizado como agente de protecdo contra a corrosdo de superficies metalicas.

Os ramnolipideos testados (bruto e purificado) reduzem significativamente a formacao de
biofilme em poliestireno (Tabela 7). Os melhores resultados contra P. fluorescens ATCC
13525 (79%) e L. monocytogenes ATCC 7644 (74%) foram obtidos com 0,05% (p / v) e
0,50% (p / v) de ramnolipideo purificado, respectivamente. A surfactina 0,50% foi mais eficaz
contra L. monocytogenes (ATCC 19112) (54% de inibigc&o). O tensoativo comercial induziu a
adesdo da mesma estirpe deste microrganismo na maior concentragdo testada.

Tabela7 - Efeito de agentes tensoativos na inibicdo da adesédo e formacdo de Biofilmes (percentagem de
inibicdo) de L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 19112 e P. fluorescens ATCC 13525
em superficies de poliestireno.

) Concentracdo  Inibicéo L. monocytogenes (%) Inibicdo P. fluorescens (%)
Superficie  Tratamento
(%) ATCC 7644 ATCC 19112 ATCC 13525
RB 0.05 24.9 £14.1 19.6 £9.9 9.6 +4.7
0.50 27.1+255 33.5+12.9 35.7 +4.8
Rp 0.05 1.4* +20.5 10.6 6.4 79.2 £4.3
Poliestireno 0.50 3.8*+21.7 36.1 +8.5 65.6 5.1
Adeséo U 0.05 14.7* £13.7 17.4* £16.3 -1.0* 7.7
0.50 37.3+13.2 54.1+16.4 17.146.9
sc 0.05 23.1*+18.5 10.9* +£10.3 59.4 +4.4
0.50 2.9* +24.2 -39.0 £19.4 52.0+7.1
RB 0.05 47.3+12.4 37.9+9.8 50.3 +4.0
0.50 66.5 8.0 47.8+£12.4 72.4 6.2
Rp 0.05 35.7 +8.3 33.7 8.3 55.7 5.2
- 0.50 74.116.4 21.8+6.7 61.9 8.1
Poliestireno
L 0.05 5.3* 8.5 0.8*+10.8 -2.3*19.7
Biofilme SuU
0.50 1.5*+8.9 8.3*+16.4 31.7+11.4
0.05 30.4 +8.1 2.3*+14.1 48.4+8.4
SC
0.50 66.6 6.9 -5.8*+11.6 68.5 +5.8

*ndo difere estatisticamente do controle (p=0.05)

O crescimento de células plancténicas praticamente ndo diferiu do controle na maioria dos
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produtos e concentracBes durante o periodo de adesdo, sugerindo que os surfactantes néo
interferem no crescimento planctonico quando estdo adsorvidos a superficies de poliestireno.
Caso tivesse ocorrido dessor¢cdo de moléculas de surfactante, este tipo de crescimento,
provavelmente, seria afetado devido a sua atividade antimicrobiana. Por exemplo, o
ramnolipideo purificado (40 pg mL™) inibe o crescimento plancténico 99%, 90% e 33% de L.
monocytogenes ATCC 7644, ATCC 19112 e P. fluorescens ATCC 13525, respectivamente.

A inibicdo da adesdo de L. monocytogenes foi previamente testada com um biotensoativo
produzido por P. fluorescens (ndo caracterizado) em superficies de politetrafluoroetileno
(PTFE), mas a reducao néo foi significativa em PTFE (54). Das et al. (55) relataram a inibicao
da adesdo microbiana de varios microrganismos patogénicos ap6s o pré-condicionamento do
poliestireno com um lipopeptideo produzido por B. circulans. As concentracdes variaram de
0,1 a 10 mg mL™ com a inibigdo variando de 15 a 89%. Os dados correspondem aqueles para
os surfactina neste estudo. Da mesma forma, Gomes e Nitschke (56) descobriu que uma
concentracdo de 0,25 mg mL™ reduziu a aderéncia de L. monocytogenes ATCC 19112 ao
poliestireno em cerca de 42%, equivalente aos resultados do presente estudo (44%) para a
mesma concentracao .

O condicionamento pela surfactina reduziu significativamente a adesdo em poliestireno
quando usada em maiores concentracBes (até 54% de inibicdo). Em biofilmes maduros este
efeito ndo foi tdo evidente, uma vez que apenas P. fluorescens ATCC 13525 foi inibido (32%)
na mais alta concentracdo (0,50%) (Tabela 7).

A formacdo de biofilme foi significativamente inibida em todos os tratamentos que
envolveram o condicionamento das superficies de aco inox (Tabela 8). O ramnolipideo bruto
inibiu a formacdo de biofilme por L. monocytogenes ATCC 19112 em até 75%, enquanto o
produto purificado diminuiu L. monocytogenes ATCC 7644 em até 83%. A surfactina foi
mais eficaz contra L. monocytogenes ATCC 7644 (73%), assim como o surfactante comercial
(60%). O ramnolipideo bruto foi mais eficaz contra a adesdo microbiana, inibindo L.
monocytogenes ATCC 19112 (34%) e P. fluorescens ATCC 13525 (30%). A maior taxa de
inibicdo da adesao foi conseguida com surfactina contra P. fluorescens ATCC 13525 (73%).

O crescimento plancténico foi inibido em até 62%, 0 que sugere que apesar de os surfactantes
provavelmente ainda estarem adsorvidos as superficies de aco inox, algumas das suas
moléculas podem ter sido dessorvidas para o0 meio.

Ao contrério dos biossurfactantes testados neste estudo, o surfactante comercial induziu ou
inibiu a formacgdo de biofilmes, bem como o crescimento planctdnico, dependendo das
condig@es. O tensoativo comercial ndo alterou a adeséo das duas estirpes de L. monocytogenes
nas menores concentragdos, mas inibiu P. fluorescens ATCC 13525 (59%). Os biofilmes
maduros de L. monocytogenes ATCC 19112 ndo foram afetados, ao passo que as outras
estirpes foram inibidas em até 67 e 69% (L. monocytogenes ATCC 7644 e P. fluorescens
ATCC 13525, respectivamente - Tabela 7).

De acordo com os resultados, a aplicabilidade do surfactante comercial como um agente de
condicionamento superficie para inibir a formacéo de biofilme deve ser vista como limitada e
a sua utilizacdo em ambientes industriais desencorajada, pois ndo pode ser previsto qual
microrganismo (Gram-positivo ou Gram-negativo) vai passar através o sistema e aderir a
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superficie.

A formagcéo de biofilme foi inibida pelo condicionamento de poliestireno e ago inox 304 com
os biossurfactantes que tornaram a superficie hidréfila ou menos hidréfoba em comparagéo
com o controle (Tabela 7 e 8). A diminui¢do na hidrofobicidade como um resultado do
condicionamento pelo surfactante provoca uma diminuicdo nas interacdes hidréfobas com a
parede celular de microrganismos e, como resultado, a adesdo / formacdo de biofilme é
reduzida.

Nitschke et al. (5) descobriram que o condicionamento de aco inox 304 com uma solucdo de
surfactina de 0,1% (p / v) é capaz de reduzir significativamente a adesdo de L. monocytogenes
ATCC 19112. Neste estudo, a aderéncia de L. monocytogenes ATCC 7644 nao foi alterada na
maioria dos tratamentos, no entanto, o crescimento planctonico desta estirpe foi inibido em
84%. Isto foi provavelmente devido a possivel presenca de moléculas de sinalizacdo quorum
sensing dentro da pelicula formada pelo biotensoativo, ou pelo estresse causado pelas
moléculas dos biossurfactantes conduzindo a uma diminuicdo da proliferacdo celular e da
mobilizacdo de células planctonicas para formar biofilmes.

Tabela 8 - Efeito de agentes tensoativos na inibicdo da adesdo e formacgédo de biofilmes (percentagem de
inibicdo) de L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 19112 e P. fluorescens ATCC 13525
em superficies de aco inoxidavel.

B Inibigdo L. monocytogenes Inibi¢do P. fluorescens
Superficie Tratamento Conceontragao (%) (%)
() ATCC 7644 ATCC 19112 ATCC 13525
0.05 -4.6* +34.3 54.1 £13.3 10.6 +4.9
RB 0.50 -14.3* £32.5 33.9+£16.9 29.7 £t4.6
0.05 -6.7* £26.1 -2.0*+13.9 475+4.1
Adeséo Aco RP 0.50 4.4*£32.3 -8.7* +£10.0 41.7+£3.2
Inox 304 AlSI 0.05 -4.9* +16.5 5.4*%+7.1 68.1 £3.7
SY 0.50 -6.5* +14.5 17.1+£7.0 73.2+4.3
0.05 8.3*£37.3 22.5%+£12.9 1.8*+4.4
3¢ 0.50 0.3* +53.9 -4.7* +6.8 18.3+5.2
0.05 42.9 £10.2 57.8£11.2 2.6* 5.3
RB 0.50 12.1 +6.3 75.146.1 74.2 £5.2
0.05 41.716.5 18.5+119 41.3+£3.3
Biofilme Aco RP 0.50 83.4 £6.7 66.7 £3.4 44.7 £6.0
Inox 304 AlSI 0.05 64.8 £10.3 22.6 £10.6 29.3 6.7
sU 0.50 72.8+5.0 36.0 £15.6 49.0 £+6.0
0.05 59.3+111 -8.3*+11.9 21.6 £6.8
S¢ 0.50 59.8 6.3 39.7£11.9 23.2 £6.8
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O tensoativo comercial ndo interferiu significativamente na adesdo de ambas as estirpes de L.
monocytogenes e inibiu pouco a formacdo de biofilme por P. fluorescens ATCC 13525
(18%). Este produto é util como inibidor de biofilme, uma vez que inibiu o crescimento dos
microrganismos testados por um intervalo de 21% a 60% (Tabela 8). Tal como aconteceu com
0 poliestireno, este produto é eficaz contra bactérias Gram-negativas, mas nao contra
microrganismos Gram-positivos, quando usado como condicionador de superficie. No
entanto, quando adicionados ao meio, este produto é eficaz contra a formacao de biofilme e
apresenta atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos testados.

Concluséao

Foram correlacionadas a caracteristicas fisico-quimicas de microrganismos e superficies
abioticas a adesdo, formacdo de biofilme e propriedade anti-corrosiva. Os biossurfactantes
foram eficazes como agentes antimicrobianos que inibem o crescimento das formas
planctonicas e também a formacéo de biofilme. Quando os biossurfactantes foram adsorvidos
a superficies, a adesdo e a formacdo de biofilme foram inibidas, bem como a formacéo de
uma pelicula formada por ramnolipideos retardou a corrosdo de ligas metalicas.

Os biossurfactantes produzidos e testados neste estudo tém grande potencial como agentes de
condicionamento de superficies de poliestireno e de aco inoxidavel AlISI 304. Eles reduziram
significativamente a formacao de biofilme de ambos os agentes patogénicos Gram-positivos
(Listeria monocytogenes ATCC 19112 e L. monocytogenes ATCC 7644) e do microrganismo
Gram-negativo (Pseudomonas fluorescens ATCC 135252) em diferentes fases de formacao
do biofilme usando diferentes concentraces de biossurfactantes. Eles também demonstraram
uma eficiéncia mais elevada do que o produto comercial, que ndo atingem um grau
satisfatorio de inibicdo uma vez que a formacdo de biofilme foi induzida em determinadas
condicdes.

Este estudo também indica que ha um grande potencial para a utilizacdo de biossurfactantes
como agentes anticorrosivos para diferentes superficies de ligas metalicas e também como
agentes antimicrobianos e antibiofilme, quando adicionados ao meio de cultura. Estes
resultados podem incentivar a aplicacao destes produtos em diferentes sistemas industriais.
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