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EFEITO DO PH E FORCA IONICA NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE RAMNOLIPIDEOS
FRENTE A STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Effect of pH and ionic strength on antimicrobial activity of rhamnolipids against Staphylococcus aureus

Amanda Mezete GOUVEIAL?", Marcia NITSCHKE 2

RESUMO: As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo consideradas uma das causas mais significativas de mortalidade
nos paises em desenvolvimento, sendo as bactérias um dos principais fatores causadores destas patologias. Dentre elas, destacam-
se as doencas causadas por Staphylococcus aureus, sendo nocivas tanto pela infeccdo do organismo hospedeiro, quanto pela
intoxicacdo por enterotoxinas presentes nos alimentos contaminados e mal armazenados. A resisténcia bacteriana aos antibioticos
convencionais, junto ao interesse por antimicrobianos mais sustentaveis, demanda a busca por métodos alternativos de controle.
Neste contexto, a utilizacdo de biossurfatantes (BS), como os ramnolipideos (RL), se mostra promissora uma vez que apresentam
baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e sintetizados a partir de fontes renovaveis. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do pH e da forca ibnica na atividade antimicrobiana dos RL frente a S. aureus. Os resultados mostraram que o0 aumento
do pH de 5 para 7, aumentou o valor da concentragdo inibitéria minima (CIM), de 78,12 mg/L para >2500 mg/L. Da mesma
forma, o aumento da concentragdo de NaCl favoreceu a a¢éo antimicrobiana dos RL em todos os valores de pH testados. A forca
ibnica combinada com o pH tem um efeito significativo na inibicdo do crescimento de S. aureus por RL apresentando potencial
para aplicagdo em alimentos &cidos e salgados.
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ABSTRACT: Foodborne diseases (FBD) are considered to be one of the most important causes of mortality in developing
countries and bacteria one of the main factors causing these pathologies. Among them, diseases caused by Staphylococcus
aureus are harmful both by infection of the host organism and intoxication by enterotoxins present in contaminated and poorly
stored foods. Bacterial resistance to conventional antibiotics, together with the interest in more sustainable antimicrobials,
demands the search for alternative methods of control. In this context, the use of biosurfactants (BS), such as rhamnolipids
(RL), is promising since they have low toxicity, are biodegradable and synthesized from renewable sources. The main
objective of this study was to evaluate the effect of pH and ionic strength on antimicrobial activity of RL against S. aureus.
The results show that increasing pH from 5 to 7 also increased the minimal inhibitory concentration ( MIC) from 78,12 mg/L
to > 2500 mg/L. In the same way, increasing the NaCl levels favored the antimicrobial activity of RL in all pH tested. The
ionic strength and pH affect significantly in RL activity against S. aureus and can be exploited to inhibit such bacteria in salted
and acid foods.
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INTRODUGAO

A ocorréncia das Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) tém crescido significativamente a nivel mundial. De
acordo com o Ministério da Salde, esse crescimento esta
relacionado com o aumento populacional e a existéncia de
grupos mais vulneraveis ou mais expostos, ao processo de
urbanizacdo desordenado, além da necessidade de producéo de
alimentos em larga escala (Brasil, 2010). Estima-se que quase
uma em cada dez pessoas no mundo adoecam apds a ingestdo
de alimentos contaminados sendo que, 420.000 morrem a cada
ano (OMS, 2019).

As DTA sdo cada vez mais preocupantes para as
industrias do setor alimenticio, que devem garantir seguranca
e qualidade dos seus produtos, evitando perdas econémicas e a
veiculacdo de alimentos contaminados, 0s quais podem causar
danos a saude dos consumidores. Considerando que muitos
microrganismos adquirem resisténcia aos conservantes
convencionais, buscar novas alternativas para o controle do
crescimento de patdgenos alimentares representa um novo
desafio para a industria. A preferéncia dos consumidores por
aditivos naturais (CAROCHO et al., 2015) somada as
preocupacbes com a salde e consciéncia ambiental, aumentou
a demanda pelos aditivos "verdes", isto é, aqueles que ndo
agridem o meio ambiente e proporcionam ao consumidor
produtos isentos de conservantes artificiais (VOON et al.,
2012).

Os biossurfatantes (BS) podem ser considerados como
ferramenta tecnoldgica, inovadora e sustentavel para auxiliar
no combate dos patdgenos alimentares, visto que sdo
moléculas tensoativas, biodegradaveis, pouco toxicas, além de
serem produzidas a partir de fontes renovaveis (MULLIGAN
et al., 2014). Os ramnolipideos (RL) sdo BS da classe dos
glicolipideos, sintetizado especialmente por bactérias do
género Pseudomonas. De acordo com Nitschke & Silva (2018),
além da atividade tensoativa e emulsificante, os RL também
apresentaram acdo antimicrobiana e antibiofilme frente aos
patdgenos alimentares e, devido a sua versatilidade, podem ser
considerados ingredientes multiproposito no processamento
dos alimentos.

Trabalhos recentes, mostraram que os RL sdo mais
efetivos na inibigdo de patdgenos alimentares Gram-positivos
quando o pH se encontra entre 5-6 (FERREIRA et al., 2019).
Além do aspecto sensorial, a adigdo do cloreto de sodio (NaCl),
pode ajudar na preservacdo da qualidade dos alimentos,
inibindo o desenvolvimento de microrganismos (DOTSCH et
al., 2009). Por outro lado, alguns patdgenos alimentares como
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes sdo capazes
de sobreviver na presenca de altos niveis de NaCl (DOYLE;
GLASS, 2010), causando sérios riscos de contaminagéo.

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescimento
em diversas condi¢Bes ambientais, faz com que o S. aureus se
desenvolva com facilidade em diversos tipos de alimentos
(LOIR et al., 2003; CARMO, 2002). Geralmente sdo bactérias
halotolerantes, podendo crescer em meios que contenham até
10% de NaCl, sua temperatura 6tima de crescimento varia
entre 30 e 37°C, podendo resistir ao congelamento até -20°C
(WHITMAN et al., 2012), quando se trata de pH, podem
crescer na faixa entre 4 a 9,8 sendo o pH 6timo entre 6 e 7
(FRANCO, 2008).

A capacidade de colonizagdo e patogenicidade de S.
aureus sdo provenientes de seus fatores de viruléncia, que
permitem sua aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz

extracelular, proporcionando a invasdo celular, penetracdo
tecidual ou adesdo a superficies. Esses diferentes mecanismos
oferecem protecdo e permitem a disseminacdo mais intensa do
microrganismo (VELAZQUEZ-MEZA, 2005). As toxinas que
esta bactéria produz sdo termoestaveis e apresentam também
estabilidade a pH extremo e radiacdo; sendo assim, uma vez
contaminado, o alimento dificilmente estara seguro para
consumo (ACHENSON, 2000).

Estudos anteriores em nosso grupo de pesquisa,
mostraram que a presenca de NaCl reduziu os valores de CIM
dos RL frente a S. aureus, entretanto o efeito observado parece
depender do pH do meio (VIEIRA, 2018). O estudo
aprofundado da interaghio RL-NaCl permitira o
desenvolvimento de novas alternativas para o controle de
patégenos principalmente em alimentos com alto teor de sal.
Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho é avaliar o
efeito do pH e forca ibnica na atividade antimicrobiana de
ramnolipideo frente a células planctdnicas de Staphylococcus
aureus.

MATERIAIS E METODOS

Padronizagdo do indculo: o indculo para os testes de
microdiluicdo partiu de dois cultivos subsequentes de 24 h, em
meio TSYEA (Tryptone Soya Yeast Extract Agar) incubados
a 37°C. Aliquotas das coldnias obtidas em meio TSYEA foram
suspensas em TSYEB (Tryptone Soy Yeast Extract Broth) e a
densidade ética (DO) foi ajustada para 0,20 = 0,01, que
corresponde a aproximadamente 108 UFC mL1. A suspensdo
inicial foi entdo diluida 10x, ou seja, o in6culo inicial partiu de
uma concentragdo de aproximadamente 107 UFC mL™,

Preparo do Ramnolipideo: O biossurfatante utilizado
foi o Ramnolipideo Comercial (Rhamnolipid Inc.-EUA), em
solucido a 25%. O RL foi preparado inicialmente na
concentracdo de 5000 mg/L em meio TSYEB ajustado com
seus respectivos valores de pH e concentracdo salina. As
solugdes foram esterilizadas por filtracéo (0,22 pm).

Determinacéo de CIM: Para a determinag&o da CIM foi
utilizada a técnica de microdiluicio em caldo segundo
metodologia estabelecida pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Em placas de microdilui¢do
de 96 pogos foram adicionados 100 pL de caldo de cultivo e
entdo foi adicionado mais 100 pL de caldo tratado na
concentragdo de 5000 mg/L na primeira coluna da placa.
Metade do conteldo da primeira coluna da placa foi entéo
coletado e transferido para a segunda coluna e assim
sucessivamente até a décima coluna, realizando assim uma
diluicdo seriada abrangendo as concentracfes de 2500 a 4,9
mg/L de RL. Posteriormente foram adicionados 20 pL do
indculo padronizado as colunas 1 a 11. As colunas de 1 até 10
foram as colunas testes com meio tratado; as colunas 11 e 12
serviram como controle positivo e negativo, respectivamente.
A menor concentracdo em que ndo houve crescimento
bacteriano foi designada como sendo a CIM. Para facilitar a
visualizagdo foram adicionados 20 pL de solugdo de brometo
de tetrazolio (MTT 1 g/L), que altera sua coloracdo de amarelo
para roxo na presenca de crescimento celular. Os valores de
CIM foram expressos como a moda de pelo menos quatro
repeti¢des independentes.
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Determinagdo da concentracdo bactericida minima
(CBM): as concentracbes de RL que ndo apresentaram
crescimento no teste de CIM foram utilizadas para
determinacdo de CBM. Uma aliquota 100 pL. do material foi
transferida para placas TSYEA, com o auxilio de uma pipeta e
entdo incubada a 37°C por 24 h. A CBM foi designada pela
visualizacdo da menor concentracdo em que ndo houve
crescimento microbiano. Os resultados foram expressos como
a moda de pelo menos quatro repeticBes independentes.

Curvas de crescimento de S. aureus: este ensaio foi
realizado para verificar o crescimento de S. aureus na presenca
do RL e sua relagdo com a forca idnica e pH do meio. Baseados
nos resultados de CIM obtidos, foi fixada a concentragdo de
39,06 mg L *de ramnolipideo em 5% de NaCl nos pH 5,6 e 7
para a obtencdo das curvas de crescimento. Foram preparadas
placas de microdiluicdo conforme descrito acima. A placa foi
colocada na leitora de microplacas Perkin Elmer (modelo
EnSpire), na temperatura de 37°C e 0 crescimento
acompanhado por medidas de DO (610 nm) em intervalos
constantes durante 48 h. Os valores de DO foram expressos
como a média = desvio padrdo de oito repetigdes
independentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos ramnolipideos (RL) em
diferentes valores de pH e concentragdes de NaCl é mostrada
na Tabela 1. Pode-se observar que o0 aumento do pH de 5 para
7, tem relacdo direta com o valor da concentracdo inibitéria
minima (CIM), que aumentou de 78,12 mg/L para >2500
mg/L. Da mesma forma, o aumento da concentracdo de NaCl
de 0% para 5% favoreceu a agdo antimicrobiana dos RL em
todos os valores de pH testados. Destaca-se que em pH 7, a
presenca de 5% de sal apresentou CIM o que ndo foi observado
na auséncia de NaCl.

Diferente do que foi observado para o CIM, ndo foi
possivel eliminar os microrganismos, ou seja, a combinacéao de
pardmetros utilizada ndo apresentou valor para concentracdo
bactericida minima (CBM). A populagéo de S. aureus pode ser
inibida, entretanto, ndo é erradicada pelo RL, sugerindo
adaptagdo da bactéria ou, ainda, o possivel surgimento de
resisténcia ao antimicrobiano.

A partir da determinacdo dos valores CIM, concluiu-se
que o valor do pH exerce grande influéncia sobre o efeito
antibacteriano dos RL. Os resultados apresentados mostram
que, quando se reduz o valor do pH, consequentemente, o valor
de CIM sugerindo que, quanto menor o pH, mais favorecida é
a acdo dos RL e confirmando a hipdtese de que o pH afeta
diretamente a atividade antimicrobiana.

Os RL sdo considerados surfatantes aniénicos em pH
neutro ou alcalino, entretanto, em condi¢Bes acidas, tém
comportamento de tensoativos ndo-idnicos devido a
protonacdo de grupos carboxilicos (LEBRON-PALER;
PEMBERTON, 2006). Estudos de Ishigami, Gama e Nagahora

(1987), mostram que o pKa do RL é em torno de 5,6, assim,
quando o pH esta abaixo deste valor os grupos polares do RL
ficam protonados, estando predominante na forma ndo idnica
que, por ser isenta de carga efetiva, evita a repulsdo
eletrostatica com os grupos anidnicos dos fosfolipidios da
membrana citoplasmatica, facilitando a interacéo.

Ja em pH préximo a neutralidade, ou alcalino, o grupo
carboxila fica majoritariamente desprotonado e carregado
negativamente (forma anidnica) o que pode dificultar a
interacdo do RL com a célula devido a repulsdo eletrostatica
(FERREIRA et al., 2019). Esta hipétese pode explicar o menor
valor de CIM em pH 4&cidos. Quando em presenca de NaCl, a
neutralizacdo dos grupos polares negativos pelo ion Na+ pode
reduzir a repulsdo entre as moléculas do surfatante,
favorecendo assim a interagdo com a célula (HELVACI et al.,
2004), como observado em pH 7,0 e 5% de sal.

Magalhdes & Nitschke (2013) avaliaram a acéo
antimicrobiana de ramnolipideos frente a 32 isolados de L.
monocytogenes. Os resultados mostraram que 90% das
linhagens foram sensiveis, com valores de CIM entre 78 —
2.500 pg/mL. Acerca da influéncia do cloreto de sodio na
atividade antimicrobiana dos RL, existe apenas um relato na
literatura. Rodrigues et al. (2017), demostraram que ocorre
aumento da agdo antimicrobiana de RL frente ao Aspergillus
niger e Aspergillus carbonarius na presenca de concentra¢@es
crescentes de NaCl, entretanto 0 mecanismo de agdo ainda ndo
foi esclarecido.

Na Figura 1, observa-se que o crescimento da bactéria
corrobora com os dados observados na Tabela 1. Nota-se,
entretanto, que a presenca de sal estimulou o crescimento
bacteriano principalmente em pH &cidos, sugerindo que a
linhagem de S. aureus utilizada tenha comportamento
halofilico. Estudos preliminares mostraram que o crescimento
em pH 7 na auséncia de sal é muito limitado, apresentando uma
DO méxima de 0,36 + 0,02.

Apesar do estimulo promovido pelo NaCl, a presenca de
RL foi capaz de inibir o crescimento do S. aureus
especialmente em pH &cidos, como é apresentado na Figura 1,
sugerindo potencial para controle de S. aureus em alimentos
acidos e salgados. Estudos mais aprofundados sdo necessarios
para melhor entendimento da interacédo entre RL-NaCl visando
sua futura aplicacdo em diferentes setores industriais.

Tabela 1 — Efeito da concentracdo de NaCl e pH na atividade
antimicrobiana do RL frente a S. aureus.

CIM (mg/L) *

%NaCl pH 5,00 pH 6,00 pH 7,00
0% 78,12 156,25 >2500
2% 78,12 156,25 >2500
5% 39,06 39,06 39,06

*CIM — Concentragéo inibitoria minima
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Figura 1 — Curva de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 8095) em meio de cultura contendo 5% de
NaCl e 39,06 mg/L de RL. Os valores representam a média * erro padrdo de 8 repeti¢des independentes. As barras de erro foram

omitidas para facilitar a visualizacdo
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CONCLUSOES

O presente estudo nos mostra que a forca ibnica
combinada com o pH tem um efeito significativo na inibi¢do
do crescimento de S. aureus apresentando potencial para
aplicacdo em alimentos &cidos e salgados.
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