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RESUMO

RODRIGUES, Rafaela da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2019. Formacao de biofilme de Pseudomonas fluorescens em acgo inoxidavel e seu
controle por biossurfactantes. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores:
Marcos Rogério Tétola e Wilmer Edgard Luera Peiia.

Biofilme € uma comunidade microbiana contida em uma matriz polimérica e aderida a
uma superficie. Essa estrutura € responsavel por garantir maior resisténcia de células
bacterianas imersas nessa matriz a agentes antimicrobianos. Uma alternativa para
controlar a ocorréncia de biofilmes em ambientes de processamento de alimentos € o uso
de agentes surfactantes. Os biossurfactantes t€m atraido a atencdo como substitutos dos
surfactantes sintéticos, exibindo entre diversas qualidades, maior biodegradabilidade,
baixa toxicidade e baixa concentragdo critica micelar (CMC). O objetivo desse trabalho
foi avaliar a formagdo de biofilme de Pseudomonas fluorescens em ago inoxiddvel, em
contato com leite integral UHT, por 120 h, em temperatura de 7 °C. E avaliar o efeito dos
biossurfactantes ramnolipideo e surfactina e do surfactante sintético cloreto de
benzalconio (CB) em concentracdes abaixo, préxima ou igual e acima da CMC, além de
avaliar o tempo de contato, na reducdo do biofilme pré-formado. Cupons de aco
inoxiddvel AISI 304 # 4, foram incubados em pocos de placas de poliestireno, com
in6culo inicial de 10* UFC mL! de P. fluorescens 07A em leite integral UHT, e incubados
a 7 °C. Foi realizada quantificacdo de células aderidas a cada 24 h. A aplicacdo dos
agentes surfactantes foi realizada sobre os biofilmes pré-formados por 120 h. Além disso,
antes e apoOs os tratamentos, os cupons de aco inoxiddvel foram observados por
Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Constatou-se que a cepa de P. fluorescens
estudada foi capaz de formar biofilme em temperatura de refrigeracdo em contato com
leite integral UHT, apds 72 h de incubagdo. Os biossurfactantes ndo foram tdo eficazes
quanto o surfactante sintético estudado. O aumento da concentracido de surfactina nao
aumentou a reducdo de células do biofilme, no entanto o aumento do tempo de contato
demonstrou efeito positivo sobre a redug¢do. Ramnolipideo foi capaz de reduzir
aproximadamente 1 ciclo log de UFC cm™ de células vidveis, na CMC; aumento do tempo
de contato também demonstrou efeito. Para ambos os biossurfactantes a interagdo entre
concentracdo e tempo de contato foi ndo significativa (P > 0,01); enquanto para o
surfactante sintético CB a interacao foi significativa (P < 0,01), mostrando que o aumento

do tempo de contato e da concentracdo desse agente garantem maior reducao do nimero
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de células vidveis no biofilme. A partir dos resultados obtidos verificou-se que
P. fluorescens pode formar biofilmes em superficie utilizada no processamento de
alimentos em temperatura de refrigeracdo com a presenca de residuos de leite. No entanto,
surfactantes sintéticos ainda demostram melhor efeito do que os biossurfactantes sobre

biofilme.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Rafaela da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Pseudomonas fluorescens biofilm formation in stainless steel and its control by
biosurfactants. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Marcos Rogério Tétola
and Wilmer Edgard Luera Peia.

Biofilm is a microbial community contained in a polymer matrix and adhered to a surface.
This structure is responsible for ensuring greater resistance of bacterial cells immersed in
this matrix to antimicrobial agents. An alternative to control the occurrence of biofilms
in food processing environments is the use of surfactants. Biosurfactants have garnered
attention as substitutes for synthetic surfactants, exhibiting among several qualities,
greater biodegradability, low toxicity and low critical micelle concentration (CMC). The
objective of this study is to evaluate the formation of Pseudomonas fluorescens biofilm
in stainless steel, in contact with UHT whole milk, for 120 h at a temperature of 7 ° C.
And to evaluate the effect of the biosurfactants rhamnolipid and surfactin and the
synthetic surfactant benzalkonium chloride (BC) in concentrations below, near or equal
to and above the CMC, besides evaluating the contact time, in reducing the preformed
biofilm. Stainless steel coupons AISI 304 # 4 were incubated in polystyrene plate wells
with initial inoculum of 10* CFU mL" of P. fluorescens 07A in UHT whole milk and
incubated at 7 ° C. Quantification of adhered cells were performed every 24 h. The
application of the surfactants was performed after the biofilm had been preformed for 120
h. In addition, before and after the treatments, the stainless steel coupons were observed
by Confocal Laser Scanning Microscopy. It was verified that the strain of P. fluorescens
studied was able to form biofilm at refrigeration temperature in contact with UHT whole
milk, after 72 h of incubation. The biosurfactants were not as effective as the synthetic
surfactant studied. The increased surfactin concentration did not increase the reduction of
biofilm cells, however, the increase in contact time showed a positive effect on the
reduction. Ramnolipid was able to reduce approximately 1 log cycle of CFU cm™ of
viable cells in CMC; the increased contact time was also effective. For both biosurfactants
the interaction between concentration and contact time was not significant (P > 0,01);
while for the synthetic surfactant BC the interaction was significant (P < 0,01), showing
that increased contact time and concentration of this agent provides a greater reduction in
the number of viable cells in the biofilm. From the results obtained it was verified that

P. fluorescens can form biofilms on surfaces used in food processing at refrigeration



temperature with the presence of milk residues. However, synthetic surfactants still have

a better effect than biosurfactants on biofilm.
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1. INTRODUCAO

A qualidade dos produtos alimenticios € uma preocupacao da industria de alimentos em
toda a cadeia de processamento. No entanto, essa qualidade pode ser afetada por modificag¢des
indesejadas causadas por diversos fatores, como reagdes quimicas, enzimaticas e modificagdes
mediadas pela multiplicacdo microbiana. Eventos de deterioragdo de alimentos causada por
multiplicacdo microbiana sdo associados com contaminag¢des cruzadas, praticas inadequadas de
higiene, equipamentos de processamento contaminados e armazenamento inadequado
(CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO, 2012). Uma estratégia de
sobrevivéncia de diversos microrganismos € a formacgao de biofilme, que € definido como uma
comunidade de células bacterianas contidas em uma matriz polimérica, aderida a uma superficie
(COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Portanto, tais comunidades sao fontes de
contaminagdo cruzada de bactérias e enzimas em ambientes de processamento de alimentos

(MAIFRENTI et al., 2015; SREY; JAHID; HA, 2013; TEH et al., 2014).

O biofilme pode afetar o rendimento de um processo, mas também a saude do
consumidor. Mesmo com procedimentos de limpeza e sanitizacdo e boas praticas de fabricacgdo,
0s microrganismos podem permanecer nas superficies dos equipamentos e sobreviver por
longos periodos (CLOETE et al., 2009). Além disso, a presenca de residuos alimentares,
combinada com condi¢Oes ambientais adequadas, favorecem a fixacdo e a multiplicagdo de
bactérias as superficies (ABDALLAH et al., 2014; SREY; JAHID; HA, 2013). Bactérias do
género Pseudomonas tém sido relatadas como formadoras de biofilmes e geralmente
contribuem para a deterioracdo de alimentos, particularmente as cepas de P. fluorescens, que
sdo frequentemente responsdveis pela deterioracdo de alimentos como produtos lacteos e alguns

produtos carneos (GE et al., 2017; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018; TEH et al., 2012).

Portanto, hé a necessidade de se adotar medidas para o controle de biofilmes. Os agentes
surfactantes sdao geralmente empregados para remocao de biofilmes, uma vez que os removem
de superficies com base na reducao de interacdes entre as células e a superficie sélida (WANG
et al., 2016). No entanto, novas buscas por agentes com as propriedades semelhantes aos
agentes surfactantes sintéticos t€m aumentado o interesse por biossurfactantes, que sdo
compostos anfifilicos produzidos por microrganismos (GUDINA et al., 2015; MUKHERIJEE;
DAS; SEN, 2006). Em comparag¢ao com os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes exibem

vantagens, como baixa toxicidade, baixa CMC, maior biodegradabilidade, eficicia em
1



diferentes faixas de condic¢des fisicas (temperatura, pH e salinidade) e capacidade de serem
sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis (CORONEL—LEON etal., 2016; KIM et al.,
2015; SHARMA et al., 2014; YEH; WEI; CHANG, 2005).

Nesse contexto, torna-se relevante o desenvolvimento de mais pesquisas acerca da
eficacia de biossurfactantes para remoc¢ao de biofilmes bacterianos responsdveis pela alteracao

da qualidade de produtos alimenticios.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de biossurfactantes sobre biofilmes formados por Pseudomonas

fluorescens em ago inoxidavel.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar:

e A formagdo de biofilme por P. fluorescens 07A em aco inoxiddvel a 7 °C;

e O efeito de solucdes de dois biossurfactantes (ramnolipideo e surfactina) e de um
surfactante sintético (cloreto de benzalconio) na reducdo de células de P. fluorescens
07A em biofilme pré-formado em aco inoxidavel em concentragdes abaixo, proximas
ou iguais e acima da concentracgdo critica micelar, em diferentes tempos de contato;

e A estrutura do biofilme por microscopia, antes e ap6s aplicacdo dos tratamentos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biofilme

Biofilme é uma comunidade séssil de microrganismos cujas células estdo envoltas numa
matriz de substincias poliméricas extracelulares (EPS) e aderidas irreversivelmente em um
substrato ou entre si, apresentando fendtipo alterado em relagdo a transcricao de genes e taxa
de multiplicagc@o, com crescimento mais lento ou sem crescimento (DONLAN; COSTERTON,
2002). A formacdo do biofilme pode garantir diversas vantagens para 0 microrganismo, como
fornecer maior resisténcia das células a agentes antimicrobianos, bem como maior dificuldade
de penetragdo destes na matriz (LAZAR, 2011). Além disso, algumas alteracdes podem conferir
beneficios as células, como algumas alteragdes genéticas por mutagdes ou transferéncia
genética e algumas mudangas fisioldgicas (DONLAN; COSTERTON, 2002; FLEMMING;
WINGENDER, 2010; LAZAR, 2011).

Quanto ao processo de formagdo dessa estrutura, ele é geralmente dividido em trés ou
cinco etapas. Para Dunne (2002), a formacdo do biofilme ocorre em trés estidgios: adesao
primdria, adesdo secundéria e maturacdo. Uma adesdo primdria ocorre devido ao encontro da
célula bacteriana com uma superficie, que pode ser mediada por uma corrente de um fluido
sobre uma superficie, quimiotaxia ou motilidade. Os fatores responsdveis por essa adesdao sao
forcas de van der Waals, eletrostaticas e hidrofébicas, temperatura, for¢cas hidrodindmicas e
impedimento estérico. Ja a adesdo secunddria € o estagio na qual os microrganismos produzem
EPS, que interagem com a superficie e/ou com as células bacterianas. Nesse segundo estagio,
a adesdo torna-se irreversivel. Apos a adesdo irreversivel, comeca a maturagao, terceiro estagio,
com aumento da populacio de células e de componentes extracelulares, que depende de fatores
como disponibilidade de nutrientes. Contudo, quando o biofilme atinge uma alta densidade

celular, células sdo liberadas.

Todavia, para Van Houdt e Michiels (2005), o processo de formacdo do biofilme é
dividido em cinco estagios: (1) adesdo reversivel: células livres se aproximam de uma
superficie, que pode estar modificada pela adsor¢dao de solutos; (2) adesdo irreversivel:
producdo de polimeros extracelulares, que interagem com a superficie; (3) desenvolvimento da
arquitetura do biofilme; (4) Maturacdo: continua producdo de EPS, formacdo de uma
arquitetura complexa com canais de dgua e poros e desenvolvimento de microcolonias; (5)

dispersao de células. Os cinco estdgios podem ser visualizados na Figura 1.



Figura 1: Etapas da formacdo de biofilme bacteriano. 1: adesdo reversivel; 2: adesdo

irreversivel; 3: desenvolvimento; 4: maturacdo; 5: dispersdao (STOODLEY et al., 2002).

Certamente, ha outros diversos fatores que influenciam a adesao de células bacterianas
e a formacdo de biofilmes. Um fator importante para a adesao € que a superficie da maioria das
bactérias € carregada negativamente, carga adversa a adesdo devido a forca repulsiva
eletrostética e 1sso mantém a cé€lula a uma curta distancia da superficie. No entanto, fimbrias,
flagelos e lipopolissacarideos conferem hidrofobicidade a superficie celular e reduzem a forca
repulsiva entre as superficies (SHI; ZHU, 2009). As fimbrias, por possuirem residuos de
aminodcidos hidrofébicos, contribuem para a hidrofobicidade da superficie celular.
Provavelmente, sua fun¢do na fixacao de células é devido a superacdo da barreira de repulsao
eletrostdtica inicial que existe entre a célula e uma superficie (DONLAN, 2002; SHI; ZHU,
2009).

Outro fator importante para a formac¢ao do biofilme, e também para sua manutencdo, é
o mecanismo de Quorum Sensing (QS), que permite com que as células bacterianas ativem
genes em resposta ao reconhecimento da densidade populacional por acimulo extracelular de
moléculas sinalizadoras especificas. Assim, grande quantidade de moléculas acumuladas
indicam densidade populacional alta (SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014). Entdo, por esse
mecanismo, bactérias podem ativar a transcri¢ao de genes que culminario na formagdo de um
biofilme como resposta e iniciar uma adesdo, garantindo capacidade de suportar condicdes
desfavordveis (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013). O QS geralmente é responsdvel pela
estrutura densa e complexa do biofilme, pois com ele as células podem regular a expressao de
uma série de genes (LAZAR, 2011). A dispers@o do biofilme também pode ser coordenada por
QS, o que permite que as bactérias da comunidade escapem e colonizem novos nichos quando

recursos estdo limitados e residuos sdo acumulados (SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014).
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Dessa forma, a formac¢do do biofilme gera uma arquitetura tridimensional da matriz,
com poros, canais € macrocolonias em forma de cogumelo. A estrutura dessa matriz €
influenciada por concentra¢do de nutrientes, motilidade bacteriana, comunicac¢ao intercelular,
exopolissacarideos e proteinas. Ela é composta por materiais extracelulares produzidos
geralmente pelos préprios microrganismos do biofilme e possui a capacidade de reter enzimas
extracelulares, nutrientes dissolvidos e componentes de células lisadas. Além disso, a matriz é
uma estrutura que protege as células, apresenta propriedade viscoeldstica e representa 90% da

massa seca na maioria dos biofilmes (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

A vista disso, os responsédveis pela arquitetura tridimensional do biofilme sdo as
substancias poliméricas extracelulares (EPS), que mantém a adesdo a superficie e a coesao,
garantindo proximidade entre as células e permitindo interacdes e comunicacdo entre elas. Os
principais componentes do EPS sdo polissacarideos, proteinas, fosfolipideos, acidos teicdicos
e acidos nucléicos. O exopolissacarideo € considerado o principal componente estrutural da
matriz do biofilme, fornecendo o esqueleto onde as células microbianas e seus produtos ficam

inseridos (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

3.2. Pseudomonas na industria de produtos lacteos

O género Pseudomonas é composto por microrganismos gram-negativos, aerdbios,
proteoliticos e lipoliticos (GONCALVES et al., 2017). Esse género apresenta diversas espécies
que podem encontrar-se em diferentes tipos de matérias alimenticias, como vegetais, produtos
carneos, leite e derivados (CALDERA et al., 2016). Em leite cru, Pseudomonas spp. tem sido
identificado como um dos géneros mais abundantes (RIBEIRO JUNIOR et al., 2018). Von
Neubeck et al. (2015) identificaram 2906 isolados de leite cru, entre bactérias e leveduras, que
foram classificados em 169 espécies e 61 géneros, dos quais Pseudomonas, Lactococcus e

Acinetobacter foram os géneros mais abundantes.

Estudos visando identificar bactérias psicrotréficas em leite cru refrigerado relataram
que o género Pseudomonas tém sido dominantes neste tipo de alimento (XIN et al., 2017;
YUAN et al., 2017). As condicdes de refrigeracao ao longo do processamento de leite buscam
manter um produto seguro, no entanto, criam um ambiente no qual a microbiota psicrotréfica
responsavel pela deterioragdo do alimento pode se desenvolver. Dessa forma, grande parte das
espécies do género Pseudomonas podem se multiplicar em leite (DE JONGHE et al., 2011).

Ainda, bactérias desse género merecem atencdo especial, uma vez que a maioria das espécies
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apresenta amplas faixas de temperatura de crescimento (4 - 45 °C) e producdo de pigmentos

e/ou enzimas que afetam os produtos alimenticios (CALDERA et al., 2016).

Microrganismos pertencentes ao género Pseudomonas sdo lipoliticos e proteoliticos, ou
apenas proteoliticos (VON NEUBECK et al., 2015). A atividade proteolitica deste género tem
sido relacionada a uma protease termorresistente, a AprX. Essa proteina pode causar
desestabilizacdo de leite UHT durante o armazenamento devido a hidrdlise de caseinas
(MATEOS et al., 2015). As enzimas proteoliticas estdo associadas ao amargor no leite por
causa da hidrélise de peptideos e proteinas, enquanto as enzimas lipoliticas hidrolisam as

gorduras do leite e estdao associadas a rancidez (TEH et al., 2011).

Um grande nimero de bactérias pertencentes ao género Pseudomonas é capaz de formar
biofilmes. Yuan et al. (2018) caracterizaram a capacidade de formar biofilme, a 7 °C em ago
inoxidavel, de vdérias bactérias psicrotroficas, isoladas de leite cru. Eles mostraram que boa
parte das bactérias psicrotréficas foram capazes de formas biofilme na condi¢do estudada,

especialmente as bactérias pertencentes ao género Pseudomonas.

3.2.1. Pseudomonas fluorescens

A espécie P. fluorescens € a dominante desse género em leite cru e pode se multiplicar
em leites armazenados em tanques refrigerados, até mesmo em temperatura de 6 °C (YUAN et
al.,, 2017; ZHANG et al., 2015). Ela hidrolisa a caseina, quando o leite € mantido sob
temperaturas de refrigeracdo e condicoes adequadas de armazenamento (PINTO et al., 2014).
Além disso, essa espécie € geralmente formadora de biofilmes e, quando nesse estado, é capaz

de produz mais enzimas proteoliticas (TEH et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado que P. fluorescens € a espécie mais comumente
isolada de plantas de processamento de produtos lacteos e leite cru (CARRASCOSA et al.,
2015; ROSSI et al., 2018; YUAN et al., 2017). Cepas de P. fluorescens causam diversos
prejuizos para a industria de alimentos, como formacdo anormal de pigmento azul no queijo
Mozzarella (CAPUTO et al., 2015; ROSSI et al., 2018) e em queijo fresco (CARRASCOSA et
al., 2015) e geleificacdo de leite UHT, principalmente pela hidrélise da k-caseina pela protease

AprX (ZHANG:; BIJL; HETTINGA, 2018).

P. fluorescens apresenta alto potencial de deterioracdo. Além disso, pode ser formadora
de biofilmes em superficies de contato de alimento, como mostrado no trabalho realizado por
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Wang et al. (2018). Eles estudaram biofilmes em superficie de aco inoxidavel de P. fluorencens
HS, isolada de carcaca de frango. O contato a longo prazo da bactéria com a superficie (em
torno de 7 dias) formou biofilme mais espesso e com grande quantidade de EPS, assegurando

uma maior resisténcia das c€lulas a sanitizantes.

Um fator determinante para a formacgao de biofilmes € a temperatura. Aswathanarayan
e Vittal (2014) estudaram a capacidade de P. fluorescens PSD4, isolada de uma planta de
processamento de produtos lacteos, formar biofilme em diferentes temperaturas. Baixas
temperaturas favoreceram a formagao de biofilme de P. fluorescens PSD4, sendo que o niimero

de células metabolicamente ativas durante o crescimento a 4 °C foi maior do que a 30 °C.

3.3. Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, nas quais uma por¢ado da estrutura € hidrofébica
e outra porc¢ao € hidrofilica. A porcdo hidrofébica é uma cadeia alquila. J4 a por¢ao hidrofilica
geralmente possui um grupo i0nico altamente polar (NAKAMA, 2017; OTZEN, 2017;
ROSEN; KUNJAPPU, 2012). Essa estrutura confere a molécula a capacidade de, em baixas
concentracdes, adsorver em superficies ou interfaces de um sistema (limite entre duas fases
imisciveis) e modificar a energia livre interfacial ou superficial. Por causa dessa capacidade é
que surgiu a palavra surfactante, derivada da contracio do termo em inglés surface-active agent

(agente ativo de superficie) (ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

Em consequéncia da estrutura da molécula, os surfactantes sao divididos em classes e
podem ser classificados em 10nicos e ndo 16nicos. Os surfactantes nao idnicos nao apresentam
capacidade de se dissociarem em fons em solucdo aquosa. Os i0nicos sdo subdivididos em
anidnicos, cationicos e anféteros (NAKAMA, 2017). Surfactantes anidnicos sdo aqueles que
apresentam no grupo principal um anion (como sulfato, fosfato, carboxilato); surfactantes
catibnicos contém um cdtion (como amoOnio quaterndrio e piridinio); ndo idnicos nao
apresentam carga na por¢ao da estrutura hidrofilica; e os anféteros sdo neutros, contendo grupos

carregados negativa e positivamente (EASTOE; TABOR, 2014).



3.3.1. Concentracao Critica Micelar (CMC)

Os surfactantes, quando em baixas concentracdes, posicionam-se na interface entre ar e
solucdo na forma de mondmeros. No entanto, quando a concentragdo ultrapassa um valor
especifico, € mais favordvel as moléculas se agruparem, formando uma estrutura chamada de
micela (SUMMERTON et al., 2017). Nesse nivel critico, conhecido como concentragdo critica
micelar (CMC), hd uma reducdo de contatos da cauda hidrofébica das moléculas de surfactante
com moléculas de dgua (EASTOE; TABOR, 2014). Dessa forma, em concentracdes maiores

que a CMC, micelas e monomeros estdo presentes na solucao aquosa (NAKAMA, 2017).

No entanto, para compreensdao da CMC € necessério conhecer um fendmeno chamado
de tensdo superficial. Este ocorre em consequéncia de um desequilibrio de interacdes
intermoleculares em superficies liquidas. As moléculas dentro de um liquido sdo cercadas pelas
semelhantes por todos os lados, apresentando assim interagdes favordveis. Quando estdo na
superficie, perdem algumas dessas interacdes estabilizadoras. Como resultado, apresentam um
estado de energia mais elevado que aquelas no interior do liquido. Essa energia “excessiva” por

unidade de drea corresponde a tensdo superficial (EASTOE; TABOR, 2014).

Dessa forma, em valores abaixo da CMC, ocorre uma diminui¢io da tensdo superficial
da 4gua com o aumento da concentragdo e adsor¢do de moléculas de surfactante na superficie.
Apb6s a CMC, moléculas adicionais formarao micelas, pois € energeticamente favordvel. Entao,
apo6s atingir a CMC, a tensdo superficial da fase liquida é constante (Figura 2) (EASTOE,;
TABOR, 2014).

.
>

Tenséo superficial (mN-m')

CMC Log;, (Concentraciao de surfactante)

Figura 2: Relacao entre concentracdo do surfactante e tensao superficial. Adaptado de Pacwa-

Plociniczak et al. (2011).



Assim, a diminui¢do da tensdo superficial da dgua por surfactantes ocorre porque
moléculas de surfactante sdo expelidas para as interfaces do sistema com seus grupos
hidrofébicos orientados para o ar, a fim de minimizar o contato entre estes e as moléculas de
dgua. A cauda de uma molécula de surfactante interfere na rede de ligacdo de hidrogénio da
dgua circundante, por ser hidrofébica. Quando um surfactante se localiza na interface ar-agua,
a cauda permanece estendida para o ar. Ao adsorver na interface ar-dgua, a molécula de
surfactante rompe ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua da superficie, diminuindo

a tensdo superficial (EASTOE; TABOR, 2014; ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

3.3.3. Biossurfactantes

As plantas, microrganismos € animais tém a capacidade de sintetizarem produtos
quimicos com propriedades tensoativas para atividades extracelulares e intracelulares, como
emulsificacdo, transporte de substratos insoliveis através das membranas celulares e
reconhecimento de células (BOGNOLO, 1999). Esses compostos, quando sintetizados por
microrganismos, sdo chamados de biossurfactantes e sdo produzidos por fungos filamentosos,
leveduras ou bactérias em meio aquoso a partir de uma fonte de carbono (BANAT et al., 2010;
OTZEN, 2017). Dentre os microrganismos produtores de biossurfactantes, as bactérias sdo
predominantes, mas algumas leveduras também sdo reconhecidas como produtoras de

moléculas com atividade de superficie (NITSCHKE; COSTA, 2007).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas com uma porg¢ao polar (hidrofilica) e outra
nao polar (hidrofébica) e, em decorréncia a essa caracteristica, os biossurfactantes aumentam a
area superficial de substincias hidrofébicas e também alteram as propriedades da superficie
bacteriana (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Seu carater anfifilico lhe confere a

capacidade de reduzir a tensdo superficial entre duas fases imisciveis (OTZEN, 2017).

A regido hidrofébica de um biossurfactante € composta geralmente por cadeias de
hidrocarbonetos insaturados, saturados ou dcidos graxos, e a regido hidrofilica apresenta um
mono-, di- ou polissacarideo, aminodcido, fostato ou peptideo ciclico. Sao essas caracteristicas
que garantem a capacidade de um biossurfactantes reduzir a tensao superficial e interfacial e de
formar micelas e emulsdes entre duas fases diferentes (BANAT et al., 2010; NITSCHKE;

COSTA, 2007). Uma emulsdo consiste de um liquido imiscivel disperso em outro liquido na



forma de goticulas, com didmetro que excede 0,1 mm e os biossurfactantes podem estabilizar
ou desestabilizar uma emulsdo e os de maior massa, os poliméricos, podem revestir goticula de

6leo (NITSCHKE; COSTA, 2007).

A classificacio dos biossurfactantes pode seguir vdrios critérios. Podem ser
classificados quanto a sua estrutura quimica, peso molecular, modo de acdo e origem
microbiana (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). Com relagdo a estrutura, esses compostos
podem ser classificados em trés grupos principais (OTZEN, 2017; RAHMAN; GAKPE, 2008):

e Glicolipideos: apresentam diferentes acticares ligados a grupos alquilas lineares ou
ramificados; Eles consistem de mono-, di-, tri- e tetrassacarideos que incluem glicose,
manose, galactose, dcido glucurdnico, ramnose e sulfato de galactose. Pertencem a esse
grupo ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e soforolipidios
produzidos por espécies de fungos pertencentes ao género Candida;

e Lipopeptideos: apresentam um 4cido graxo ligando as duas extremidades de um
peptideo, formando uma estrutura ciclica. A surfactina produzida por Bacillus subtilis
estd incluida nesse grupo;

e Biossurfactantes poliméricos: normalmente possuem alta massa molecular e sdo
soliveis em dgua. O emulsan, um emulsionante extracelular produzido a partir de

hidrocarbonetos pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus, faz parte desse grupo.

Contudo, com base na sua estrutura quimica e origem microbiana, sao classificados em:
glicolipideos; fosfolipideos e d4cidos graxos; lipopeptideos ou lipoproteina; surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (CHEN; JUANG; WEIL, 2015). Essas mesmas
denominagdes podem ser categorizadas em dois grupos quanto ao peso molecular: baixo peso
molecular (glicolipideos, fosfolipideos, lipopeptideos) e alto peso molecular (surfactantes
poliméricos e particulados) (NITSCHKE; COSTA, 2007; PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011).

Embora todas estas classes sejam conhecidas, os glicolipideos sdo os biossurfactantes
mais estudados e entre eles estdo os ramnolipideos, trealolipideos, soforolipideos e lipideos de
manosileritritol (BANAT et al., 2010). Os glicolipideos apresentam um carboidrato na cabeca
da estrutura e na cauda um lipideo, t€ém baixo peso molecular e consistem em mono- ou
oligossacarideos (glicose, manose, galactose, ramnose) € um ou mais dcidos graxos (saturados
ou insaturados), hidroxi-4dcidos graxos ou dlcoois alifiticos (HENKEL et al., 2012; VAN
BOGAERT et al., 2007).
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3.3.3.1. Ramnolipideo

Os ramnolipideos sdo biossurfactantes sintetizados geralmente por Pseudomonas
aeruginosa (HENKEL et al., 2012). Esses compostos pertencem ao grupo de glicolipideos e
contétm em sua estrutura uma cabeca hidrofilica formada por uma ou duas moléculas de
ramnose (monoramnolipideo e diramnolipideo, respectivamente) e uma cauda hidrofébica que
contém 4cidos graxos (Figura 3) (SANCHEZ et al., 2007). A cauda é composta por uma, duas
ou até trés cadeias de acidos graxos B-hidroxi (saturadas, mono- ou poliinsaturadas), de
diferentes comprimentos (variando de 8 a 24 carbonos), ligadas umas as outras (ABDEL-
MAWGOUD; LEPINE; DEZIEL, et al., 2010; GUDINA et al., 2015). P. aeruginosa pode
produzir esses compostos para manutencio de canais no biofilme, mantendo-os abertos, como

um mecanismo para manutencao ativa da arquitetura (DAVEY; CAIAZZA; O'TOOLE, 2003).

o Cothy

di-RL
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Figura 3: Representagdo da estrutura de monoramnolipideo e diramnolipideo (KEOSOWSKA -
CHOMICZEWSKA et al., 2017).

Em consequéncia da sua estrutura molecular, esse biossurfactante estd entre os mais
eficazes, uma vez que apresenta baixos valores de tensio superficial minima (28-30 mN m™),
alta atividade emulsificante (indices emulsionantes de até 60-70%) e baixa CMC (de até 200
mg L!) (GUDINA et al., 2015), caracteristicas que t8m aumentado o interesse por pesquisas

com ramnolipideos.
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3.3.3.2. Surfactina

A surfactina é um biossurfactante sintetizado por varias estirpes de Bacillus subtilis
(CHEN; JUANG; WEIL 2015; SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008; SHALIGRAM;
SINGHAL, 2010). Possivelmente, B. subtilis produz esse composto para aumentar a
biodisponibilidade de nutrientes insoldveis ou facilitar fixacdo e desprendimento de células
(ROSENBERG; RON, 1999). Pertence ao grupo de lipopeptideos e sua estrutura consiste de
sete aminodcidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila de um acido graxo B-hidroxi com o
comprimento variando de 12 a 16 carbonos (Figura 4) (SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008;
SHALIGRAM; SINGHAL, 2010).
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Figura 4: Representacio da estrutura quimica da surfactina (BANAT et al., 2010).

Desse modo, sdo os aminoidcidos e o comprimento da cadeia de 4cido graxo que
garantem as vérias formas da surfactina (SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008). Além do mais,
surfactina € conhecida como um dos mais eficientes biossurfactantes, pois tem a capacidade de
reduzir a tensdo superficial da 4gua de 72 para 27 mN m™! com CMC de 10 mg L' (YEH; WEI;
CHANG, 2005).
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3.3.4. Cloreto de benzalconio

O cloreto de alquil dimetil benzil amonio, conhecido como cloreto de benzalconio,
pertence ao grupo de compostos de amonio quaterndrio (CAQs), € um agente com propriedades
antimicrobianas e apresenta CMC de 1876 mg L' (DALTIN, 2011; GILBERT; MOORE, 2005;
SMITH et al., 2002). Os CAQs sdo surfactantes ou agentes tensoativos catidnicos, reduzem a
tensdo superficial e formam micelas. A por¢do catidnica da estrutura consiste de um nitrogénio
central com quatro grupos ligados e a por¢do anidnica, carregada negativamente, é geralmente
composta por uma molécula de cloro ou bromo ligado ao nitrogénio para formar o sal de amonio
quaterndario (GERBA, 2015). O cloreto de benzalconio apresenta um dtomo de cloro em sua

por¢do anidnica (Figura 5).

CH,
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Figura 5: Representacao do cloreto de benzalconio (DALTIN, 2011).

Os CAQs sdao usados na composi¢do de indmeros produtos, como em agentes de
limpeza, sanitizagdo e desinfeccdo, tanto em industrias de alimentos quanto em industrias de
produtos para cuidados com a saude (GERBA, 2015). A acdo antibacteriana ocorre em razao
da alta afinidade que agentes catidnicos apresentam com a superficie de tais células, pois se
ligam fortemente as paredes celulares e membranas. Essa afinidade se deve a carga liquida
negativa da superficie externa das células bacterianas, que estd associada ao acido teicoico e ao
polissacarideo de bactérias gram-positivas, ao lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas e
a prépria membrana citoplasmatica. Entio, reagem com a superficie celular e se incorporam a
membrana citoplasmética. Essa incorporagdo na membrana é suficiente para afetar o
crescimento (GILBERT; MOORE, 2005). Os CAQs reagem e desorganizam a membrana
citoplasmadtica, ocorrendo assim extravasamento de material intracelular e degradam proteinas
e dcidos nucleicos. Além disso, enzimas autoliticas sdo liberadas e promovem a lise da parede
celular (FAZLARA; EKHTELAT, 2012; GERBA, 2015; McDONNELL, 2007).
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3.4. Controle de biofilmes por biossurfactantes

Trabalhos tém mostrado que biossurfactantes, principalmente surfactina e ramnolipideo,
sao capazes de controlar biofilmes bacterianos. Aratjo et al. (2016) estudaram a capacidade de
surfactina e ramnolipideo inibirem a adesdo e a formagao de biofilme por condicionamento de
superficies (1 h). Listeria monocytogenes (ATCC 7644 e ATCC 19112) e P. fluorescens (ATCC
13525) foram utilizadas para formacao dos biofilmes a 35 e 30 °C, respectivamente, em placas
de microtitulagdo de poliestireno e de aco inoxidavel 304, com incubagao por 30 h. A adesdo
foi reduzida até 79% e 54% em poliestireno, enquanto a formacgao de biofilme foi reduzida em
83% e 73% em superficies de aco inoxiddvel (ramnolipideos e surfactina, respectivamente),

utilizando concentracdo de 0,5% (m/v).

Gomes e Nitschke (2012) também avaliaram a capacidade de ramnolipideo e surfactina
na remocao de biofilmes formados em poliestireno de culturas individuais e culturas mistas de
Staphylococcus aureus, L. monocytogenes e Salmonella Enteritidis. Os pesquisadores
utilizaram diferentes concentracdes, 0,1 e 0,5 % (m/v) para surfactina e 0,25 e 1,0 % (m/v) para
ramnolipideo, e diferentes tempos de contato (2, 6 € 12 h) com o biofilme pré-formado. Foi
observado que o aumento na concentracdo de biossurfactante e no tempo de contato diminuiu
a porcentagem de remocdo de biofilme. Dessa forma, o melhor tempo de contato estudado foi
de 2 h, no qual a surfactina (0,1%) reduziu os biofilmes de S. aureus em 63,7 %, L.
monocytogenes em 95,9%, S. Enteritidis em 35,5% e o biofilme de cultura mista em 58,5%.
Ramnolipideo (0,25%) removeu 58,5% do biofilme de S. aureus, 26,5% de L. monocytogenes,
23,0% de S. Enteritidis e 24,0% da cultura mista.

Em um outro estudo, Dusane et al. (2010), estudando um ramnolipideo comercialmente
disponivel, avaliaram a sua capacidade de inibir a adesdo e romper biofilme pré-formado de
Bacillus pumilus (um isolado de origem marinha) em placas de microtitulacdo de 96 pocos de
poliestireno. Foi demonstrado que o ramnolipideo levou a ruptura do biofilme e remocao de
EPS em concentracdes abaixo da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC). Por ser uma
concentracdo abaixo daquela que apresentaria um poder antimicrobiano, os autores associaram

o efeito a acdo surfactante desse agente.
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4. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos
(LHMA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Minas Gerais, Brasil.

4.1. Microrganismo e condicoes de cultivo

Foi utilizada a estirpe de P. fluorescens 07A, cedida pelo Departamento de
Microbiologia da UFV. Essa cepa foi isolada de amostras de leite cru coletadas de tanques de
refrigeracdo e identificada por Pinto (2004). Culturas estoques foram mantidas conservadas a
-80 °C em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Merck®) e glicerol (Neon®) a
30%(v/v). Para os estudos, a cultura foi ativada e repicada por duas vezes em 10 mL de caldo

BHI a 26 °C, a cada 18 h (VIANA, 2000).

4.2. Preparo da suspensao bacteriana

A cultura ativa foi centrifugada (4300 g, 10 min, 4 °C) (Centrifuge 5804 R-eppendorf)
e lavada por duas vezes com solucao salina 0,85 % (m/v). As células foram ressuspendidas em
dgua peptonada 0,1 % (m/v) e a densidade Optica foi medida com um espectrofotometro a
600nm (Kazuaki/IL-227). A suspensio bacteriana padronizada a 103 UFC mL! foi diluida em

dgua peptonada 0,1 % (m/v) para obten¢do de um concentra¢io de 10° UFC mL™'.

4.3. Preparo e limpeza dos cupons de aco inoxidavel

Foram utilizados cupons de aco inoxidavel AISI 304, com acabamento #4, de dimensoes
10 x 10 x 1 mm. Antes de cada analise, os cupons foram higienizados e esterilizados seguindo
o procedimento descrito por Oliveira et al. (2010). Inicialmente foram limpos por escovagao
com detergente neutro e enxaguados com dgua destilada. Posteriormente, foram imersos em
acetona 100 % (v/v) por 30 min, seguindo-se imersao em solucdo de NaOH 1% (m/v) por 1 h.
Foram enxaguados com agua destilada, secos e limpos com alcool 70 % (v/v). Por fim, foram
lavados com dgua destilada, secos a 60 °C em estufa e esterilizados a 121 °C em autoclave por

15 min.
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4.4. Origem dos biossurfactantes

Os biossurfactantes surfactina e ramnolipideo utilizados foram cedidos pelo Laboratério
de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente do Departamento de Microbiologia -

UFV.

O ramnolipideo é da empresa Rhamnolipid Companies, Inc. (www.rhamnolipid.com),
mantido em solugio estoque de 8,5 % (m/v), com CMC de 65 mg L'!, de acordo a prépria

empresa.

O extrato bruto contendo a surfactina foi obtido por precipitacao acida, segundo método
descrito por Vater et al. (2002). Foi produzido em biorreator por Bacillus subtilis R14914 IsrfA
em meio mineral contendo glicose como fonte de carbono e nitrato de s6dio como fonte de
nitrogénio. As células foram removidas do meio de cultivo por centrifugacio (10400 g, 15 min,
4 °C), o sobrenadante foi recolhido e o pH ajustado para 2,0. Ap6s incubacio a 4 °C overnight,
o biossurfactante precipitado foi recuperado por centrifugacdo (10400 g, 20 min, 4 °C) e
dissolvido em dgua destilada, ajustando-se o pH da solucdo para 7,0. A amostra foi liofilizada
por 24 h e mantida a 4 °C. O produto utilizado foi coletado da espuma, apresentando CMC de
31,25 mg L. Esta medida foi determinada por meio de medidas de tensdo superficial da
solucdo de extrato bruto da produgdo de biossurfactante, diluindo-se sucessivamente até o valor
da tensdo se aproximar ao valor da dgua. O valor de CMC foi dada pelo ponto central da inflexdo

da curva do grafico de tensdo superficial versus concentragcdo do extrato bruto.

4.5. Preparo das solucoes surfactantes

Solucdes estoque dos biossurfactantes foram preparadas pela dissolu¢do de cada
biossurfactante em tampao fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2) na maior concentracdo avaliada
(RIVARDO et al., 2009). Estas solucoes foram filtradas através de filtros de 0,45 um e depois
armazenadas a 4 ° C. Solugio estoque de cloreto de benzalcdnio (Vetec®) também foi preparada
em PBS (esterilizado por filtro com poro de 0,45 um). Para os experimentos, as solucdes

estoques dos agentes surfactantes foram diluidas em PBS.

Para cada repeticdo, uma nova solu¢do estoque foi preparada. As concentragdes

utilizadas de surfactina, ramnolipideo e cloreto de benzalconio estao descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Surfactantes e concentragdes utilizadas para avaliagao da remoc¢ao de Pseudomonas

Sfluorescens aderidas em cupons de aco inoxiddvel.

Surfactantes Concentracoes (mg L)
32,5
65,0
Ramnolipideo 97,5
130,0
162,5
15,6
31,2
46,8
62,4
78,0
1400
1800
Cloreto de benzalc6nio 2200
2600
3000

Surfactina

O critério para selecao dessas concentracoes foi baseado na CMC, selecionando-se uma

concentracdo abaixo, uma proxima ou igual e as demais acima dessa concentragao.

4.6. Formacao do biofilme por P. fluorescens

ApOs a higienizacdo e esterilizacdo dos cupons, estes foram colocados em pogos de
placa para cultura de poliestireno de 24 pogos (Kasvi®), segundo o procedimento de Novello
(2012) modificado. Os pocos foram preenchidos com 900 uL de leite integral UHT (Tabela 2)
e 100 uL da suspensdo bacteriana a 10° UFC mL™! (preparada conforme item 4.2), para obter
uma concentracio inicial de aproximadamente 10* UFC mL™'. Apés a imersdo dos cupons, as
placas para cultura foram incubadas a 7 °C e mantidas por 120 h, sem agitacdo. Nos tempos 24,
48, 72,96 e 120 h, os cupons foram removidos e lavados com 1 mL de solugdo salina 0,85 %
(m/v), transferidos para placas de 24 pocos com 1000 uL de leite integral UHT e novamente
incubados a 7 °C. A cada intervalo de incubacdo, cupons foram submetidos a quantificagdo de

células aderidas.

17



Tabela 2: Compostos presentes no leite integral UHT utilizado (valores obtidos da embalagem
do produto adquirido comercialmente).

Parametros Valor
Carboidrato (%) 4,4

Proteina (%) 3

Gordura (%) 3

4.7. Quantificacao de células aderidas

Para quantificacdo das células aderidas, segundo o procedimento empregado por Viana
(2006) modificado, os cupons foram inicialmente retirados das placas de cultura e lavados com
solucdo salina 0,85 % (m/v), para remog¢do de células livres. Posteriormente, foram colocados
em tubos de ensaio contendo 2 mL de 4gua peptonada 0,1 % (m/v), e submetidos a um banho
de ultrassom, com gelo, por 10 min (Frequéncia 40 kHz; poténcia 160 W; Branson®), para
remogdo das células aderidas. Em seguida, a suspensdo foi homogeneizada em vortex e uma
aliquota de 100 pL foi retirada para realizagcdo de dilui¢des decimais seriadas em 900 puL de
agua peptonada 0,1 % (m/v), em microtubos tipo Eppendorf. O plaqueamento foi em triplicata
pela técnica de microgotas (MORTON, 2001), inoculando-se 20 uL das dilui¢des em Agar
Triptona de Soja (TSA - OXOID®) contido em placas de Petri descartdveis (Olen®). Apés
incubagdo por 12 a 15 h a 26 °C, as contagens foram realizadas em contador de col6nias e
expressas em Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por cm?. Quando necessario,
plaqueamento em superficie pela técnica de spread plate também foi realizado, na qual 100 uLL
de cada dilui¢do foi inoculada, com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky, na superficie do dgar

TSA. O nimero de UFC cm™ foi calculado pela equaciio 1 (BERNARDES, 2008).

_ (Vd/va)XMXD

UFC cm™2
cm N

Em que:
Vq4: Volume (mL) do diluente usado para remoc¢ao de células aderidas

Va: Volume (mL) da aliquota usada para plaqueamento
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M: Média da contagem (UFC) obtida nas placas
D: Inverso da dilui¢ao

A: Area do cupom (cm?)

4.8. Acao das solucoes surfactantes sobre os biofilmes de P. fluorescens

Os biofilmes de P. fluorescens em cupons de aco inoxiddvel foram formados como
descrito no item 4.6. No tempo de 120 h, os cupons foram removidos dos pocos, lavados com
solucdo salina 0,85 % (m/v) e transferidos para novos pocos com um volume de 1 mL de
solucdo do agente surfactante na concentracdo desejada, preparadas como escrito no item 4.5.
Os cupons foram incubados com essas solu¢des pelos tempos de 10, 30, 50, 70 e 90 min a
temperatura de 25 °C. Além disso, foi realizado um teste controle no qual os cupons foram
incubados com tampao fosfato salino (PBS; 10 mM; pH 7,2), nos tempos ja descritos. Quando
o surfactante utilizado foi o cloreto de benzalconio, os cupons apds o tratamento foram
neutralizados em Tween 80 (Sigma®) a 2 % (v/v) por 1 min. Os cupons, apds os tratamento,
foram lavados com solugdo salina 0,85 % (m/v) para remog¢do dos produtos residuais e a

quantificagcdo de células aderidas foi realizada como descrito no item 4.7.

Foi calculado o nimero de redugdes decimais (RD) para cada tratamento utilizando-se

a equacao 2.
RD=X,-X; eq.2
Em que:
RD: nimero de reducdes decimais
Xo: Logio das contagens de P. fluorescens aderidas ao cupom antes da aplicacdo dos tratamentos

Xi: Logio das contagens de P. fluorescens aderidas ao cupom apdés a aplicagdo dos tratamentos

O limite de detecgdo foi de 10 UFC cm™. Assim, para a andlise dos dados de redugdes
decimais, as contagens expressas em <10 UFC cm™ foram tomadas como 9 UFC ¢cm?, cujos

dados foram transformados em log UFC cm™ (SALUSTINO, 2007).
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4.9. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Cupons apés a formacao do biofilme e apds a aplicagao dos tratamentos (item 4.8) foram
lavados duas vezes por imersdo em PBS 0,2 M com pH 7,2 e corados segundo metodologia de
Calish et al. (1979), modificada por Ribeiro (2012). Os cupons foram incubados na auséncia de
luz por 15 min com mistura de iodeto de propideo 20 pg mL™! (IP) (Sigma-Aldrich®, Alemanha)
e isotiocianato de fluoresceina 2 pg mL"! (FITC) (Sigma-Aldrich®, Alemanha) em PBS (0,2 M;
pH 7,2), preparadas antes do uso. Apds incubacdo, os cupons foram lavados por imersao em
PBS (0,2 M; pH 7,2) e analisados em Microscopio Confocal de Varredura a Laser, modelo
LSM 510 META (Zeiss, Alemanha), utilizando-se laser de argdnio (comprimentos de onda de
458 e 514 nm), no Nucleo de Microscopia e Microanélise da UFV. As células com coloracdo
esverdeada foram consideradas vivas e aquelas que se apresentaram avermelhadas foram

consideradas mortas (WANG et al., 2012).

4.10. Delineamento experimental

Para cada agente surfactante, o experimento foi conduzido segundo um arranjo em
parcela subdivida, com concentragdes em cinco niveis na parcela com trés repeticoes segundo

um delineamento inteiramente casualizado, e o tempo de contato em cinco niveis na subparcela.

Para estudar os dois fatores (concentragdo, tempo de contato) e a interacao, foi realizada
andlise de variancia a 1% de probabilidade. Apds a determinacdo de fatores e/ou interagdo
significativa, os dados obtidos foram submetidos a analise de regressdao. Os modelos foram
escolhidos baseado na significancia dos coeficientes de regressao pelo teste “t” ao nivel de 0,05

de probabilidade e no coeficiente de determinacio (R?).

Todas as analises foram conduzidas com o auxilio do pacote estatistico Statistical

Analysis System (SAS®).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Formacao de biofilmes por P. fluorescens em aco inoxidavel

Os dados relativos ao ndmero de células de P. fluorescens aderidas aos cupons de aco

inoxidavel ao longo de 120 h, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Média do nimero de células aderidas (Log UFC cm™) de Pseudomonas fluorescens

em aco inoxiddvel AISI 304 # 4, incubado a 7 °C em leite integral UHT.

Tempo (h) Log (UFC em?)"
24 341£0,11
48 3,77 £ 0,52
72 5,68 +£0,38
96 5,74 £ 0,35
120 6,10+ 0,10

* Média de trés repeti¢oes

Observou-se que o numero de células aderidas aumentou com o tempo de contato. Apds
120 h de incubacdo, foi atingida uma concentra¢do em torno de 10° UFC cm™. Além disso,
nota-se que apds o tempo de 72 h de incubac¢do do cupom de ago inoxidavel em leite integral
UHT, o nimero de células de P. fluorescens demonstrou uma adesao caracteristica de biofilme,
ou seja, acima de 10° UFC cm™, conforme proposto por Ronner e Wong (1993). Esses autores
afirmam que é necessario um nimero minimo entre 10° e 10® UFC cm™ para se considerar
formacdo de biofilme. Dessa forma, ao longo do tempo de incubacdo aqui estudado, as células

aderidas aos cupons se multiplicaram e levaram a formacao de um biofilme.

No presente estudo, biofilme foi formado a temperatura de 7 °C. Trabalhos também t€m
mostrado a capacidade dessa espécie formar biofilme em condi¢des de refrigeracdo. Kives et
al. (2005) estudaram P. fluorescens B52 (isolada a partir de leite cru refrigerado) quanto a
capacidade de formar biofilme por 72 h a 7 °C, em laminulas de vidro, incubadas em leite

desnatado UHT. Ap6s este tempo, ocorreu formagio de biofilmes com cerca de 10° UFC cm™.

Dessa forma, em razdo de cepas dessa espécie serem geralmente psicrotroficas,
temperaturas de refrigeracio provavelmente ndao impedem sua multiplicagdo e/ou formacdo de

biofilmes. Yuan et al. (2018) estudaram um grande nimero de bactérias psicrotroficas isoladas
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de leite cru quanto a formacao de biofilme em ago inoxidavel e polipropileno, por 7 dias a 7 °C,
utilizando leite desnatado UHT. Eles apontaram que baixas temperaturas favoreceram a
formacao de biofilme, sendo que os isolados pertencentes ao género Pseudomonas foram mais

eficientes em formar biofilmes do que os de outros géneros.

Estudos também demonstram que algumas linhagens de P. fluorescens podem produzir
mais biofilmes a baixa do que em alta temperatura. Rossi et al. (2018) demonstraram que a cepa
ATCC 13525, apés incubacdo a 48 h, produziu mais biofilme a 10 °C do que a 30 °C.
Aswathanarayan e Vittal (2014), estudando a formacao de biofilmes de P. fluorescens PSD4
(isolado de uma linha de processamento de laticinio), evidenciaram que a 4 °C o biofilme
apresentava maior aderéncia, com alta atividade metabdlica do que a 30 °C. Rossi et al. (2016),
estudando a formacdo de biofilme a 10 e 30 °C de 64 linhagens de P. fluorescens isoladas de
leite, produtos lacteos e laticinios, constataram que 89 % dos isolados formaram biofilmes e,
em geral, a temperatura de 10 °C favoreceu a formacao de biofilme apds 48 h, provavelmente

porque as cepas estavam adaptadas as baixas temperaturas.

No entanto, mesmo sendo P. fluorescens um microrganismo psicrotrofico, o
crescimento e a adaptacao a temperatura de refrigeracdo € dependente da cepa estudada. Caixeta
et al. (2012), estudaram a capacidade de adesdo e formacao de biofilmes por P. fluorescens
ATCC 13525 em ago inoxidavel AISI 304, na presenca de leite desnatado reconstituido a 7 °C.

Essa cepa mostrou ndo ser capaz de formar biofilmes.

Outros fatores, além da temperatura, podem afetar a formagao de biofilmes, como os
nutrientes (ALLEN; HABIMANA; CASEY, 2018). Para a obten¢do de resultados mais
confidveis e diretamente aplicdveis a inddstria de alimentos, € importante utilizar nas pesquisas
condi¢des de temperatura e nutrientes tdo semelhantes quanto possivel aquelas encontradas na
industria alimenticia, visto que os residuos alimentares sdo a principal fonte de nutrientes
utilizados pelos microrganismos (LAMAS et al., 2018). Por conta disso, nesse trabalho o agco
inoxidavel foi utilizado como superficie para formacgao de biofilme e o leite integral usado como

fonte de nutrientes para P. fluorescens.
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5.2. Efeito das solucoes surfactantes sobre o biofilme de P. fluorescens

5.2.1. Surfactina

A andlise de variancia aplicada aos dados de reducao decimal (RD) de P. fluorescens
em resposta a aplicagdo de surfactina (Tabela 4) indicou a ocorréncia de interacdo ndo
significativa ao nivel de 0,01 de probabilidade pelo teste F entre concentragdao e tempo. O
resultado indica que o efeito de uma varidvel independe do efeito da outra sobre a varidvel
resposta (RD). Portanto, pode-se analisar os efeitos de concentracdo e tempo sobre RD
separadamente. O fator concentracdo foi ndo significativo (P > 0,01), sendo o fator tempo
significativo (P < 0,01). Assim, foi ajustado um modelo de regressao para a resposta em funcao

do tempo (Figura 6).

Tabela 4: Resumo da anélise de varincia da redugiio decimal (expressa em Log UFC cm™),
de Pseudomonas fluorescens O7A aderida em aco inoxidavel, ap6s a aplicacdo de surfactina em

diferentes concentragdes e tempos de contato.

FV GL Quadrado médio
Concentracido (CON) 4 0,0715
Erro (A) 10 0,2439
Tempo (TP) 4 0,8770*
CON*TP 16 0,2266
Erro (B) 40 0,1313

*significativo a 1% de probabilidade pelo teste F (P < 0,01).
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Figura 6: Reducio decimal de Pseudomonas fluorescens 07A, expressa em UFC cm™ aderidos
em cupons de aco inoxiddvel, apés o tratamento com surfactina por diferentes tempos de

contato.

No presente estudo, as solu¢des de surfactina apresentavam pH 7,2. Esse
biossurfactante, quando em pH neutro, é considerado um surfactante anionico devido aos
residuos de 4cido aspartico e glutimico que ficam carregados negativamente. As mudancgas de
pH levam a alteracdes na molécula e mudancas na hidrofobicidade. Em pH elevado, a surfactina
forma estruturas micelares com baixo nimero de agregacdo, mas em valores baixos de pH, a
estrutura torna-se semelhante a uma haste a pH 6,5 e lamelar a pH 5,5 (SHEN et al., 2011). Por
isso0, o controle do pH da solu¢do com surfactina pode ser importante quando o interesse € usa-

la como agente surfactante.

Nesse trabalho, o efeito da redugdo populacional de P. fluorescens, ndo foi dependente
da concentracdo de surfactina (Tabela 4). Efeito similar foi obtido no trabalho de Gomes e
Nitschke (2012) em que o aumento na concentracdo desse biossurfactante ndo aumentou a
remocgao de biofilmes. Rivardo et al. (2009) também reportaram que o aumento da concentragao
de biossurfactantes lipopeptidicos, produzidos por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis nao

influenciou o efeito de atividade antiaderente contra Staphylococcus aureus.

No trabalho de Nitschke et al. (2009), foi observado que a reducio na adesdo bacteriana
promovida por surfactina parece ndo estar relacionada a concentracao de CMC, uma vez que a
concentracdo que demonstrou efeito foi muito maior que a CMC. Dessa forma, o efeito da
surfactina sobre biofilmes/células aderidas esta relacionada a concentracdo desse agente na

solucdo.
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Em relacdo ao tempo de contato (Figura 6), € possivel verificar que com o aumento do
tempo, a RD do biofilme pré-formado também aumentou, havendo no entanto reducio do efeito
apds 70 min. Gomes e Nitschke (2012) observaram que, apds longos tempos de contato, a
capacidade de remocdo de biofilme desse agente pode diminuir. Dessa forma, pode-se sugerir
que esse biossurfactante poderia estar estimulando o crescimento celular, sendo usado como
nutriente, ou as moléculas foram degradadas, levando a diminui¢do de sua atividade. Ou ainda

devido a adaptagdo enzimdtica do microrganismo ao agente, favorecida por longos tempos de

contato (GOMES e NITSCHKE, 2012).

5.2.2. Ramnolipideo

Os resultados da andlise de variancia (Tabela 5) mostraram que o nimero de RD de P.
fluorescens diferiu (P < 0,01) em razdo das concentracdes de ramnolipideo e dos tempos de
contato. No entanto, ndo foram constatadas diferencas (P < 0,01) nesse nimero quando se
avaliou a interacdo concentracio e tempo de contato. Dessa forma, foi ajustado um modelo de

regressao para cada fator (Figura 7; Figura 8).

Tabela 5: Resumo da andlise de variancia da reducdo decimal (expressa em Log UFC cm™),
de Pseudomonas fluorescens 07A aderida em aco inoxidével, ap6s a aplicacdo de ramnolipideo

em diferentes concentracdes e tempos de contato.

FV GL Quadrado médio
Concentracdo (CON) 4 1,1288%*
Erro (A) 10 0,1435
Tempo (TP) 4 1,0451%*
CON*TP 16 0,4357
Erro (B) 40 0,1766

* significativo a 1% de probabilidade pelo teste F (P < 0,01)
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Figura 7: Reducio decimal de Pseudomonas fluorescens 07A, expressa em UFC cm™ aderidos

em cupons de aco inoxidavel, apds o tratamento com diferentes concentracdes de ramnolipideo.
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Figura 8: Redugio decimal de Pseudomonas fluorescens 07A, expressa em UFC cm™ aderidos

em cupons de aco inoxidavel, apds o tratamento com ramnolipideo por diferentes tempos de

contato.

Nesse estudo, as solucdes de ramnolipideo apresentavam pH de 7,2. Esse

biossurfactante, de acordo com o aumento do valor do pH, apresenta transformacdes

morfoldgicas, passando de grandes vesiculas para pequenas vesiculas e depois para micelas

(DAHRAZMA; MULLIGAN; NIEH, 2008). Além disso, o ramnolipideo tem carater anidnico
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em pH neutro (LEBR()N—PALER; PEMBERTON, 2006). Por isso, a necessidade de controle
do pH da solug@o com esse biossurfactante.

Além do pH, a capacidade de ramnolipideo em remover biofilmes é fortemente
dependente da natureza do meio de cultura utilizado para formag¢ao do biofilme. No trabalho de
Silva et al. (2017) um ramnolipideo foi avaliado quanto a sua capacidade de remover biofilmes
de S. aureus formados em placas de poliestireno utilizando caldo nutriente e leite desnatado
como meio de crescimento. O tratamento com esse agente foi realizado em diferentes
concentracgdes de surfactante e temperaturas. O ramnolipideo removeu até 88,9% dos biofilmes
que se formaram durante o cultivo em leite, enquanto que, para o meio nutriente, 35% da
remog¢do foi obtida. O resultado foi explicado pelo alto teor de carboidratos dos biofilmes
formados durante o cultivo em leite, o que possivelmente favoreceu sua ruptura por
ramnolipideo.

No presente estudo, ramnolipideo na concentracdo da CMC (65 mg L) foi capaz de
reduzir 0,92 UFC cm da populagio de P. fluorescens (Figura 7). No trabalho de Kim et al.
(2015), ramnolipideo em PBS também mostrou grande potencial para redu¢do de um biofilme
maduro (4 dias) quando em concentracdes proximas a CMC. No entanto, aqui foi observado
que nas concentracdes de 97,5 e 130 mg L', a capacidade desse agente de remogdo do biofilme
reduziu. Gomes e Nitschke (2012) observaram que ramnolipideo aumentou a adesao de células
de Listeria monocytogenes e sugeriram que esse agente poderia promover uma alteracdo nas
propriedades hidrofébicas ou eletrostaticas da superficie, o que pode favorecer a fixacdo das
células. Entretanto, na concentragio de 162,5 mg L', o nimero de RD aumentou (Figura 7).
Isso pode estar relacionado ao fato de que ramnolipideo tem se mostrado como um agente
antimicrobiano (ARA(JJO et al., 2011; ARAUJO et al., 2016). Assim concentracdes mais
elevadas poderiam mostrar um maior efeito na reducdo da populagdo bacteriana de um biofilme,
por meio de sua acdo antimicrobiana.

Em relacdao ao tempo de contato (Figura 8), houve aumento da reducdo decimal da
populacdo de P. fluorescens aderida ao cupom de ago inoxidavel. Dessa forma, maior tempo de
contato pode estar permitindo que o biossurfactante penetre na interface entre a superficie e o
biofilme, depois adsorva na interface, reduzindo a tensdo interfacial, e assim diminuindo as
interagdes entre as superficies bacterianas e a superficie do aco inoxiddvel, facilitando a
remocdo do biofilme (GOMES; NITSCHKE, 2012; McLANDSBOROUGH et al., 2006). No
entanto, esse aumento de RD pode também estar relacionado a capacidade antimicrobiana desse

biossurfactante.
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5.2.3. Cloreto de benzalconio

A partir da andlise de variancia quanto a aplicacao de cloreto de benzalconio (Tabela 6),
observa-se que houve efeito significativo de interacdo entre concentracdo e tempo para a
variavel resposta, a 1% de probabilidade, pelo teste F. Sendo assim, os efeitos de concentracao
e tempo ndo podem ser analisados isoladamente. Dessa forma, foi ajustado um modelo para se
representar a interacdo dos fatores (Figura 9; Tabela 7). Para esse agente surfactante, ndo foi
ajustado modelo utilizando os dados obtidos para tempo de contato de 90 min, uma vez que,

para todas as concentragdes nesse tempo, o limite de detec¢do de <10 UFC cm foi atingido.

Tabela 6: Resumo da andlise de variincia da reducfo decimal (expressa em Log UFC cm™),
de Pseudomonas fluorescens 07A aderida em ago inoxidavel, apos a aplicagdo de cloreto de

benzalconio em diferentes concentracdes e tempos de contato.

FV GL Quadrado médio
Concentragdo (CON) 4 0,9206*
Erro (A) 10 0,0287
Tempo (TP) 3 10,2900*
CON*TP 12 0,3476*
Erro (B) 30 0,0178

* significativo a 1% de probabilidade pelo teste F (P < 0,01)
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Cloreto de Benzalconio (mg.L™)

3000

RD =0,86837 + 0,00114*CB + 0,06821*TC - 0,00002*CB*TC

R?=0,82

2600 1

2200 1

1800

3,0
1400 +
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Figura 9: Gréfico de contorno da reducdo decimal de Pseudomonas fluorescens 07A, expressa

30

50

Tempo de Contato (min)

70

em UFC cm? aderido em cupons de aco inoxiddvel, apés o tratamento com diferentes

concentracoes de cloreto de benzalconio por diferentes tempos de contato.

Tabela 7: Valores de RD estimados'" em funcio da interacio entre tempos de contato (TC),

considerando intervalos de 10 min, e concentracdes de cloreto de benzalconio (CB), com

intervalos de variacdo de 200 mg L.

TC

CB 10 20 30 40 50 60 70 Média
1400 2,90 3,33 3,77 4,20 4,64 5,07 5,51 4,20
1600 3,09 3,49 3,89 4,29 4,69 5,09 5,49 4,29
1800 3,28 3,64 4,01 4,37 4,74 5,10 5,47 4,37
2000 3,47 3,80 4,13 4,46 4,79 5,12 5,45 4,46
2200 3,66 3,96 4,25 4,55 4,84 5,14 5,43 4,55
2400 3,86 4,11 4,37 4,63 4,89 5,15 541 4,63
2600 4,05 4,27 4,50 4,72 4,94 5,17 5,39 4,72
2800 4,24 4,43 4,62 4,81 4,99 5,18 5,37 4,81
3000 4,43 4,59 4,74 4,89 5,05 5,20 5,35 4,89

Média 3,66 3,96 4,25 4,55 4,84 5,14 5,43 4,55

() Equagdo: RD = 0,86837 + 0,00114*CB + 0,06821*TC - 0,00002*CB*TC
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Pelo grifico de contorno (Figura 9), é possivel observar que o nimero de RD foi
aumentado com o avanc¢o do tempo de contato para todas as concentragdes. Da mesma forma,
o aumento da concentragdo de CB também aumentou o valor da varidvel resposta. O niimero
de RD de P. fluorescens continuou a aumentar mesmo em valores acima da CMC (1876 mg L
1). Sabe-se que a tensdo superficial da solucdo estara reduzida ao maximo em valores iguais ou
maiores que a CMC (ROSEN; KUNJAPPU, 2012). Dessa forma, ocorre uma maior
molhabilidade da superficie do ago inoxiddvel, favorecendo, portanto, maior remoc¢do da

populacdo da bactéria aderida.

Além disso, o CB é um compostos de amonio quaterndrio (CAQ) e tem bons efeitos
antibacterianos contra diversos microrganismos, sendo que concentracdes menores que 200 mg
L' tém demostrado esse efeito (FAZLARA; EKHTELAT, 2012). Essa acdo antimicrobiana
estd associada a capacidade dos CAQs reagirem e desorganizarem a membrana citoplasmatica,
ocorrendo assim extravasamento de material intracelular e degradacdo de proteinas e dcidos

nucleicos (FAZLARA; EKHTELAT, 2012; GERBA, 2015; McDONNELL, 2007).

5.3. Biofilmes de P. fluorescens observados por microscopia Confocal de Varredura a
Laser (MCVL)

A MCVL permitiu visualizar, por meio do uso dos fluoréforos isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e iodeto de propideo (IP), células vidveis e ndo vidveis nos biofilmes antes

e apos a aplicagdo dos agentes surfactantes.

A capacidade de marcagdo de células com FITC estd relacionada a reatividade desse
composto com grupos aminas e sulfidrilas nas proteinas (BROWN; HAMPTON, 2011;
CASANOVAS et al., 2008). Ja o IP, ao entrar na célula, liga-se aos acidos nucléicos e sua
fluorescéncia é aumentada. Assim, células com membranas danificadas (mortas) fluorescem

em vermelho, sobrepondo ao verde do FITC (DAVEY; HEXLEY, 2011; RIEGER et al., 2011).

Na Figura 10 € possivel visualizar as imagens obtidas por MCVL de biofilmes de P.
fluorescens em ago inoxidavel formados na presencga de leite integral UHT, antes e apds o
tratamento com os agentes surfactantes. Tendo em vista que FITC liga-se a proteinas, sem
nenhuma especificidade se é bacteriana ou ndo, proteinas possivelmente oriundas do leite
integral UHT utilizado como meio de cultivo neste estudo também foram marcadas. Dessa

forma, a superficie do cupom de ago inoxidavel também apresentou emissao de fluorescéncia.
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A imagem obtida da superficie do cupom de aco inoxiddvel com o biofilme formado
sem tratamento (Figura 10A) mostra um grande ndmero de células vivas. Apds a aplicacdo dos
agentes surfactantes, surfactina a 31,2 mg L! por 70 min (Figura 10B), ramnolipideo a
65 mg L"! por 70 min (Figura 10C) e cloreto de benzalconio 1800 mg L! por 10 min (Figura
10D), observam-se mudangas no biofilme. Todos os trés agentes promoveram morte de células
aderidas. No entanto, s6 ramnolipideo e cloreto de benzalconio reduziram a densidade do
biofilme, sendo que CB proveu maior reducdo. Esses resultados confirmam os dados

previamente obtidos por contagem de células vidveis por plaqueamento.
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Figura 10: Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser de biofilmes de
Pseudomonas fluorescens 07A, formados sobre aco inoxiddvel por 120 h a 7 °C, em leite
integral UHT, sem tratamento (A) e ap6s aplicagio de surfactina (31,2 mg L™! por 70 min) (B),
ramnolipideo (65 mg L! por 70 min) (C) e de cloreto de benzalconio (1800 mg L! por 10 min)
(D).
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6. CONCLUSAO

Pseudomonas fluorescens foi capaz de formar biofilme em superficie de aco inoxidavel

na presenca de leite integral UHT durante 120 h, na temperatura de 7 °C.

O biossurfactante surfactina ndo demonstrou maior capacidade de remog¢do do biofilme
com aumento da concentracdo. No entanto, demonstrou que diferentes tempos de contato foram
capazes de ter efeito na reducao de células. J4 o ramnolipideo demonstrou que, na concentragao
empregada da CMC, pode ser capaz de remover aproximadamente 1 log de UFC cm™. Também,

o aumento do tempo de contato exerce efeito sobre a capacidade de remocao.

O cloreto de benzalconio, o surfactante sintético usado para comparagio, apresentou
melhor capacidade de remocao e morte da populacdo de células de P. fluorescens aderidas ao

cupom. E isso foi também confirmado pela Microscopia Confocal de Varredura a Laser.
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