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ATIVIDADE BACTERICIDA DE RAMNOLIPIDEOS COMBINADOS COM NACL FRENTE A LISTERIA
MONOCYTOGENES

Bactericidal activity of rhamnolipids combined with NaCl against Listeria monocytogenes
Tathiane Ferroni PASSOS Y, Marcia NITSCHKE *!

RESUMO: Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) vem crescendo em taxas elevadas, assim como o aumento
da resisténcia aos tratamentos antimicrobianos convencionais. Neste contexto, a propriedade antimicrobiana de
biossurfactantes, como os ramnolipideos (RLs) vem sendo estudada como uma nova alternativa no controle de
patégenos alimentares. Os RLs apresentam estabilidade em alta concentragdo salina, baixa toxicidade, além de
serem biodegradaveis o que favorece sua aplicagdo em alimentos. Este trabalho tem como objetivo investigar a
acao antimicrobiana de RLs na presenca de NaCl (cloreto de sédio), relacionando com a sua atividade bactericida
frente a Listeria monocytogenes. Foram determinados os valores de Concentracao Inibitéria e Bactericida Minimas
(CIM) e (CBM) dos RLs e RLs-NaCl, além de se realizar medidas de Concentracdo Micelar Critica (CMC). Os
resultados mostraram reducéo dos valores de CIM de 156,25 mg/L para 39,06 mg/L em meio contendo 5% de NacCl,
e de CBM de >2500 para 78,12 mg/L. Também foi possivel observar que o NaCl promoveu reducao nos valores de
CMC do biossurfactante de 94,2 mg/L para 16 mg/L, sugerindo que a agregacao micelar esté relacionada com a
atividade antimicrobiana. A presenca de NaCl aumentou a atividade antimicrobiana dos RLs e pode ser explorada
como uma ferramenta promissora para o controle de L. monocytogenes.

Palavras-chave: Forca idnica. Biossurfactante. Patdgenos alimentares. Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Foodborne Diseases (FBD) are growing at high rates along with the increased resistance to
conventional antimicrobial treatments. In this context, the antimicrobial property of biosurfactants, such as
rhamnolipids (RLs) has been studied as a novel alternative to the control of foodborne pathogens. The RLs are stable
at high salt concentration, have low toxicity, and are biodegradable which favors their application in the food industry.
This work aims to investigate the effect of sodium chloride (NaCl) in the antimicrobial activity of RLs against Listeria
monocytogenes. The Minimum Inhibitory and Bactericidal Concentrations (MIC) and (MBC) values of RLs and RLs-
NaCl were determined, in addition to performing Critical Micellar Concentration (CMC) measurements. The results
showed a reduction in MIC values from 156.25 mg/L to 39.06 mg/L in the medium containing 5% of NaCl, and MBC
from > 2500 to 78.12 mg/L. It was also possible to observe that NaCl reduced the CMC values of the biosurfactant
from 94.2 mg/L to 16 mg/L, suggesting that micellar aggregation is related to antimicrobial activity. The presence of
NaCl increased the antimicrobial activity of RLs and can be exploited as a promising tool for the control of L.
monocytogenes.
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INTRODUGAO

No ambito da saude publica, Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTAs) sdo consideradas uma das mais
significativas causas de mortalidade em todo mundo.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) a cada ano as DTAs acometem
aproximadamente uma a cada dez pessoas no mundo
causando cerca de 420 mil mortes (ORGANIZATION,
2020).

A grande diversidade e patogenia das bactérias, faz
com que estas se tornem o grupo microbiano mais
comumente associado aos casos de DTAs (TAUXE,
2002).

Dentre as bactérias patogénicas mais relevantes
envolvidas esta Listeria monocytogenes, responsavel
pela doenga chamada listeriose. Geralmente essas
bactérias produzem toxinas, o que muitas vezes dificulta
sua eliminacdo, sendo a formacéo de biofilmes um dos
fatores que também favorece a viruléncia desse
microrganismo (NEWELL et al.,, 2010; PINTO, 1996;
RADOSHEVICH; COSSART, 2018). Além disso, L.
monocytogenes apresenta-se resistente a variacées no
ambiente, como pH baixo e alta concentracdo salina,
caracteristica que causa grande preocupacdo para a

indUstria  alimenticia (RADOSHEVICH; COSSART,
2018).

Embora o nudmero de infec¢bes por L.
monocytogenes seja moderadamente baixo, a

mortalidade entre individuos infectados € muito alta (20-
30%) (NOORDHOUT et al., 2015). Desta forma, buscas
por recursos tecnolégicos e de engenharia de alimentos
que visem a erradicagcdo ou diminuicdo de
contaminag8es em produtos alimenticios, principalmente
por linhagens de L. monocytogenes, vém se tornando
cada vez mais necessérias.

Surfactantes sdo compostos quimicos anfifilicos
que apresentam minimamente uma porc¢ao hidrofébica e
outra hidrofilica. Geralmente sdo utilizados na industria
como matéria-prima para producdo de detergentes,
sendo que a grande maioria deriva de fontes nao
renovaveis, como compostos obtidos a partir do petréleo
(BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002).
Apresentam propriedades tensoativas, reduzindo a
tensdo superficial e a tensdo interfacial entre dois
liquidos, exibindo também propriedades emulsificantes,
podendo formar micelas, vesiculas e bicamadas
dependendo do pH, concentracdo, e presenca de
eletrélitos em solucdo, o que permite a solubilizacdo de
compostos  hidrofébicos em 4gua (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; PEKER, 2004; SANTANA-FILHO, et
al., 2015). Apesar de serem bastante utilizados, os
surfactantes sintéticos podem ser toxicos aos seres
humanos e ao meio ambiente, o que tem tornado a busca
por compostos biodegradaveis cada vez mais recorrente
(BANAT, 2000; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Uma alternativa ao uso dos surfactantes sintéticos
convencionais sao os biossurfactantes (BS), produzidos
por bactérias, fungos filamentosos e/ou leveduras
(BANAT, 2000). Dentre as vantagens de sua utilizacao,
tem-se baixa toxicidade, alta biodegradabilidade,
estabilidade em extremos de pH e concentrac¢éo salina,

além de serem obtidos a partir de fontes renovaveis
(APARNA, et al., 2012).

Os ramnolipideos (RLs), sdo classificados como
biossurfactantes  glicolipidicos, sendo produzidos
principalmente por bactérias do género Pseudomonas.
Apresentam-se como uma mistura de homélogos onde
0os mono-ramnolipideos (mono-RL) e os di-
ramnolipideos (di-RL) s&o predominantes. O mono-RL é
formado por uma unidade de ramnose ligada a duas
moléculas de acido B-hidroxidecandico (Rha-Cio-C1o), j&
o di-RL é constituido por duas unidades de ramnose
ligadas a duas moléculas de acido B-hidroxidecandico
(Rha-Rha-C10-C10) (NITSCHKE, et al., 2011).

Apesar das diferentes composi¢des, 0s RLs sédo em
sua maioria, considerados de baixa toxicidade, o que os
torna apropriados para usos na area farmacéutica,
cosmética e alimentos (NITSCHKE, 2007).

Muitos estudos mostraram a eficacia dos RLs no
controle de microrganismos de importancia alimentar
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tanto
na forma plancténica como em biofilmes (BENINCASA
et al.,, 2004; HABA et al., 2003; KIM et al, 2015;
MAGALHAES; NITSCHKE, 2013; RODRIGUES et al.,
2017; SHA et al., 2012).

O mecanismo de acdo responsavel pela atividade
antimicrobiana dos RLs ainda néo foi esclarecido,
segundo Shulga (2008) os RLs podem solubilizar
proteinas e lipideos constituintes da superficie da
membrana celular, perturbando sua integridade e
permeabilidade por meio da formacdo de poros
transmembrana que servem como canais para o interior
da célula (SHULGA, 2008).

Em relatos anteriores, foi observado que a atividade
biolégica dos RLs esta relacionada com sua capacidade
em formar agregados, o que pode ser afetado pelo pH e
pela presenca de eletrélitos no meio (CHAMPION et al.,
1995; OTZEN, 2017). Em estudos recentes, foi
observado que o acréscimo de NaCl & mistura de
ramnolipideos aumentou consideravelmente a atividade
antimicrobiana (FERREIRA, et al., 2019; RODRIGUES
et al., 2017). Segundo Rodrigues e colaboradores
(2017), este resultado pode ser relacionado ao estado de
agregacéao do surfactante (RODRIGUES et al., 2017).

Sabe-se que em determinadas concentracdes, o sal
(NaCl) dissolvido em solucdo é capaz de inibir o
crescimento bacteriano de uma variedade de cepas
(TAORMINA, 2010), no entanto, apesar da importancia
da concentracdo de eletrélitos para o desenvolvimento
bacteriano, sua influéncia na atividade antimicrobiana
dos RLs ainda néo foi elucidada. Desta forma, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da acgéo
combinada RL-NaCl no crescimento de L.
monocytogenes visando futura aplicacdo na inddstria de
alimentos.

MATERIAL E METODOS

1. Ramnolipideos (RLS)

Utilizou-se o biossurfactante ramnolipideo (RL)
comercial (Rhamnolipid Inc. ®) em solugcdo a 25%. A
solugdo foi diluida em meio de cultura Caldo Soja
Triptona acrescido de Extrato de Levedura (TSYEB -
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acumedia®) pH 7,3+ 0,2 com e sem adi¢do de NaCl (0 e
5% m/v) e esterilizada por filtrag&o (0,22 pm).

2. Testes antimicrobianos
2.1 Preparo do indculo

Foi utilizada a linhagem Listeria monocytogenes
(ATCC 19112) mantida em cultura estoque (-20 °C). Com
auxilio de alca de inoculacéo, transferiu-se a cultura para
o meio Agar Soja Triptona acrescido de Extrato de
Levedura (TSYEA acumedia®) pH 7,3 + 0,2, mantendo-
se incubacdo a 37°C+ 1 °C por 24 horas. Obteve-se
colénias isoladas, as quais foram transferidas para o
meio TSYEB. O in6culo foi padronizado para a
densidade optica D.O (610nm) de 0,10+ 0,01 (Thermo
Scientific, Genesys 10UV), correspondente a
aproximadamente 108 Unidades Formadoras de Col6nia
por mililitro (UFC/mL). A suspensao foi diluida em
TSYEB ajustando-se a populagdo inicial para 107
UFC/mL.

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

Este teste foi baseado na técnica de microdiluicdo
em caldo, descrita na metodologia estabelecida pela
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2012).

Foi utilizado meio de cultura TSYEB em pH 7,0+ 0,1
com e sem adicdo de 5% (m/v) de NaCl. Adicionou-se
100 pL de cada solugdo em linhas distintas de uma
microplaca de 96 orificios, seguiu-se com a adicao de
100 pL da solucéo de RL preparada como anteriormente
na concentracdo de 5000 mg/L. De modo a realizar a
diluicdo seriada dos RLs, transferiu-se 100 pL da
primeira coluna para a segunda, e assim
sucessivamente até a décima coluna. Por fim, foram
adicionados 20 pL do inéculo preparado como em 2.1 as
colunas 1-11, deixando-se a 112 coluna como controle
positivo. Utilizou-se a 122 coluna como controle negativo
e a menor concentragdo em que ndo houve crescimento
bacteriano aparente, apos 24 horas de incubacdo a
37°C+ 1 °C, foi designada como sendo a CIM. Para
melhor visualizagdo da CIM, adicionou-se em cada po¢o
20 pL de uma solucdo de MTT 1 mg/mL, observando-se
o resultado apés uma hora.

Para a determinagdo de CBM, retirou-se 10 pL de
cada orificio onde n&o havia crescimento bacteriano
visivel no teste de CIM, e transferiu-se para o meio de
cultura TSYEA. Incubou-se por 24 horas a 37°C+ 1 °C.
O valor de CBM foi designado como a menor
concentracdo de RL que ndo apresentou crescimento
microbiano apds o periodo de incubagéo.

2.3 Curva de crescimento

Este ensaio foi baseado na metodologia descrita por
Balouiri, e colaboradores, 2016. Em uma microplaca,

adicionou-se 0 meio de cultura TSYEB nas
concentracdes de CIM e CBM para os RLs e RLs-NaCl
como obtidos em 2.2., além de se manter um controle
positivo e um controle negativo. Ademais, adicionou-se
20 pL do inéculo em cada orificio, preparado como em
2.1. Os valores de densidade 6ptica (D.O - 610nm) com
relacdo ao tempo foram obtidos por meio de uma leitora
de microplaca (PerkinElmer, EnSpire®) mantendo-se a
incubacédo por 48 horas a 37°C+ 1 °C.

3. Concentracao micelar critica (CMC)

Preparou-se uma solucdo aquosa de 300 mg/L de
RL, com adicéo de 0 e 5% (m/v) de NaClem pH 7,0+ 0,1.

O valor de CMC de cada solucéo foi determinado
por meio de um tensidmetro (Attension, Sigma 700), a
partir de medidas da tensao superficial (TS) pelo método
do anel de Du Nouy (NOUY, DU, 1919). O calculo foi
realizado utilizando-se o Software Attension Sigma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se a Tabela 1, é possivel observar uma
relacdo intrinseca entre a presenca de NaCl no meio e a
reducéo dos valores de CIM e CBM. Na auséncia de
NaCl, ndo foi possivel observar um valor de CBM para o
RL, sendo este >2500 mg/L e o biossurfactante
considerado bacteriostatico nestas condigdes.

Tabela 1. Efeito da concentracdo de NaCl na atividade
antimicrobiana e CMC de RLs frente a L. monocytogenes
(ATCC 19112).

%NaCl CIM (mg/L)* CBM (mg/L)* CMC (mg/L)**
0 156,25 2 94,2
5% 39,06 78,12 16

*CIM- Concentracdo Inibitéria Minima **CBM- Concentragao
Bactericida Minima ***CMC- Concentragdo Micelar Critica

Na Figura 1 tem-se a representacdo da curva de
crescimento de L. monocytogenes na presenca do
biossurfactante. Para o meio sem NacCl, foi observado o
efeito bacteriostatico dos RLs na concentra¢éo de CIM
(Figura 1A). Entretanto, quando foi adicionado 5% de
NaCl ao meio, (Figura 1B), os RLs foram capazes de
eliminar a populagdo bacteriana nas primeiras duas
horas de experimento. Na Figura 1C, é possivel notar a
diferenca com relacéo a turbidez das amostras tratadas
com RLs combinados com NaCl e a amostra controle,
sem adicdo do biossurfactante, a qual apresentou-se
mais turva devido a maior concentracdo de células
bacterianas presentes, o que corrobora o efeito
bactericida observado na curva de crescimento.

Figura 1. Curva de crescimento L. monocytogenes (ATCC19112) na presenca de RLs em diferentes concentracfes
de NaCl. A. Meio de cultura TSYEB sem adicao de NaCl B. Meio de cultura TSYEB contendo 5% de NaCl. C.
Solugdes contendo 5% de NaCl (m/v) apds 24 horas de incubacg&o, amostra controle, sem adicdo de RLs, e amostras

tratadas nas concentracdes de CIM e CBM.
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Sabe-se que as moléculas de ramnolipideos
possuem grupos carboxilicos, que podem se apresentar
na forma ionizada ou néo ionizada dependendo do valor
de pH em que se encontra o meio. Os valores de pka
reportados para mono-RLs e di-RLs séo 5,9 e 5,6
respectivamente. Desta forma, geralmente o melhor
efeito antimicrobiano é observado em pH &cido, o que
pode ser explicado pela auséncia de cargas nas
moléculas, ja que neste valor de pH a maioria se
encontra em sua forma néo ibnica. Por outro lado, ao se
trabalhar com valores de pH acima do valor de pka, como
no caso deste estudo em pH 7,0, estima-se que a maior
parte das moléculas esteja ionizada, apresentando-se
em sua forma anidnica (carga negativa) (ABBASI et al.,
2013; ISHIGAMI et al., 1987; SANCHEZ et al., 2007).

A adicdo de um sal, como NaCl, ao meio cultura
tende a minimizar repulsdes eletrostaticas entre grupos
ionizados dos RLs, majoritariamente em solugbes com
valores de pH acima de pka, por meio da neutralizacdo
das cargas. Desta forma, tende-se a favorecer a
formacdo de agregados do biossurfactante mais
organizados na interface, facilitando sua adsor¢cdo na
superficie celular (ABBASI et al., 2013; PEKER, 2004;
SANCHEZ et al., 2007).

A reducdo do CMC observada na presenca de
NaCl (Tabela 1) corrobora a hipétese anterior, uma vez
que a neutralizacdo dos grupos carboxilicos
desprotonados (-COO’) pelos ions Na*, diminui a
repulsdo eletrostatica o que tende a favorecer a
formacdo de micelas reduzindo assim, o valor da
concentracao de RLs necessaria para tal (ABBASI et al.,
2013; PEKER, 2004; SANCHEZ et al., 2007)

A relacdo da carga da molécula com a atividade
antimicrobiana dos RLs, se deve ao fato que
biossurfactantes néo ibnicos tendem a néo sofrer
repulsdo eletrostatica causada por moléculas
carregadas negativamente presentes na parede celular
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bacteriana, como os &cidos teicdicos nas bactérias
gram-positivas, o que por sua vez facilita a permeacéo e
interacdo com a célula, podendo levar a desestruturacao
da membrana e morte celular (MAGALHAES;
NITSCHKE, 2013; SHULGA, 2008).

CONCLUSOES

O biossurfactante ramnolipideo foi efetivo na
inibicAo do crescimento de Listeria monocytogenes
entretanto, quando combinado com NaCl, promoveu
acéo bactericida eliminando a populacdo em menos de
duas horas. O aumento na eficacia do RLs pode estar
relacionado com a reducdo da CMC promovida pelo sal.
A presenca de NaCl aumentou a atividade
antimicrobiana dos RLs e pode ser explorada como uma
ferramenta promissora para o controle de L.
monocytogenes na inddstria de alimentos.
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