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RESUMO

Na industria de alimentos ha uma grande preocupa¢do com contaminagéo de
alimentos por bactérias, ja que pequenas brechas podem levar a exposicdo e
consequente contaminagdo da producao. As bactérias uma vez que encontram uma
superficie adequada podem se fixar e comecar a formacéo de biofilme bacteriano.
Uma vez formado o biofilme, sua remocao se torna dificil. Para que isto ndo ocorra
podem ser utilizadas algumas substancias antimicrobianas com o intuito de néo
permitir que esses micro-organismos se fixem na superficie dos filmes flexiveis das
embalagens. Duas dessas substancias sdo a surfactina e o ramnolipideo que agem
quebrando as células bacterianas causando assim a sua morte. A surfactina e o
ramnolipideo foram testados para diversos tipos de micro-organismos em superficies
de filmes flexiveis utilizados nas industrias de alimentos: Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus Cereus, Sthaphylococcus aereus, Salmonella sp. e Escherichia coli. Foram
realizados teste de adesao, teste de caracterizacdo fisico quimica da superficie
celular, teste de adesdo de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis,
aderéncia em microplacas de poliestireno e a microscopia eletrbnica de varredura.
Na analise da atividade microbiana a surfactina mostrou melhores resultados do que
o ramnolipideo, com excecao para tratamentos em Staphylococcus aureus onde o
ramnolipideo apresentou maior eficiéncia, notou-se também que a Pseudomonas
aeruginosa se mostrou resistente para os dois biossurfactantes ndo formando
nenhum halo de inibicdo. Os resultados para adesdo em superficies plasticas
apontaram que os tratamentos foram altamente efetivos para todos os micro-
organismos com excecao da P. aeruginosa que apresentou reducdo na adesao
bacteriana menor do que 50%. Na aderéncia em microplacas de poliestireno a
surfactina e o ramnolipideo se mostraram eficientes, mas com o passar do tempo
essa eficiéncia foi diminuindo o que pode apontar uma baixa eficiéncia em casos
onde se necessite um alto tempo de atividade antimicrobiana.

Palavras chaves: Surfactina, ramnolipideos, biofilmes microbianos, filmes flexiveis.



ABSTRACT

In the food industry there is a big concern about food contamination by
bacterias, since small breaches can turn into a exposure and consenquently into a
production contamination. Once the bacteria finds an adequate surface, it can settle
and start the formation of bacterial biofilm. When the biofilm is formed, its removal
becomes difficult. To prevent this to happen some antimicrobial substances can be
used such as surfactin and rhamnolipid, they act breaking the bacterial cell killing it.
Surfactin and rhamnolipid were tested against several microganisms in different
plastics used in the food industry: P. aeruginosa, Bacillus cereus, Sthaphylococcus
aereus, Salmonella sp and E. coli. This way, were realized adhesion tests, physical
and chemical cell surface characterization tests, pathogenic microrganisms adhesion
in plastics test, polystyrene microplates adhesion test and scanning electron
microscopy. The microbial activity test showed that surfactin had better results than
rhamnolipid, except for the treatment in S. aureus where rhamnolipd were more
efficient, in the P. aeruginosa treatments there were no inhibition zone that proves its
resistance against both surfactin and rhamnolipid. The pathogenic microrganisms
adhesion in plastics test showed high efficiency against all microorganism except
P.aeruginosa, which had less than 50% microbial adhesion reduction. In the
polystyrene microplates adhesion test surfactin and ramnolipid showed its efficacy,
but in a long-term experimentation the efficient dropped, showing that in cases where
long time activity of surfactin and rhamnolipid are needed they will have low
efficiency.

Key words: Surfactin, rhamnolipids, bacterial biofilm, flexible films
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1 INTRODUCAO

Biofilmes sdo ecossistemas microbiologicos aderidos em diversos tipos de
superficies, produzido por células de micro-organismos que interagem com a
superficie e se multiplicam, produzindo colbnias que reunem nutrientes e um
envoltorio polimérico protetor.

Nas industrias de alimentos brechas nas etapas de higienizacdo ou auséncia
delas em equipamentos e/ou embalagens sao fontes de contaminacdo, pelo
acumulo de nutrientes e células microbianas disponiveis, promovendo a formacéo
de biofilmes.

Os biofilmes séo resistentes a remocdo e sua presenca pode ocasionar
infecgbes de grande risco a saude humana. Desta forma, as industrias de alimentos
procuram manter um rigido controle sobre a aderéncia dos micro-organismos as
superficies nos processos de fabricacdo, algumas vezes pela adicdo de agentes
antimicrobianos nos alimentos, equipamentos e embalagens.

De acordo com o 6rgdo norte-americano “National Institutes of Heath”,
aproximadamente 80% das infecgcbes médicas no mundo estdo associadas aos
biofilmes (NIH, 2007).

Uma alternativa para reduzir a adesdo de micro-organismos patogénicos em
superficies sdo os biossurfactantes, compostos anfipaticos produzidos por micro-
organismos, que de modo geral, possuem propriedades antibiéticas, hidrofébicas,
alta biodegradabilidade e baixa toxicidade. S&o produzidos a partir de processos
fermentativos utilizando substratos renovaveis, o que reduz custos de producéo,
com atuacdo em uma ampla faixa de temperatura e pH. Entre os biossurfactantes
mais estudados estdo a surfactina, produzida por bactérias do género Bacillus e os
ramnolipideos sintetizados pelas Pseudomonas, devido as caracteristicas de
reducdo da tenséo superficial da dgua e elevada atividade antimicrobiana.

A adesao bacteriana em superficies abibticas depende da hidrofobicidade e
da carga da superficie celular do micro-organismo (colonizador primario). As
alteracOes destas propriedades nas superficies podem ser proporcionadas pelos
biossurfactantes que, aliado as caracteristicas antibiticas, sdo 0s principais
responsaveis pela inibicdo da adesdo dos micro-organismos patogénicos em

superficies abidticas.
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1.1 PROBLEMA

A utilizacdo dos biossurfactantes como camada protetora antimicrobiana

proporciona reducéo da formacéao de biofilmes microbianos em filmes flexiveis?

1.2 OBJETIVO GERAL

e Analisar o efeito de biossurfactantes na adesédo de bactérias patogénicas em

superficie de filmes flexiveis.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir biossurfactantes do tipo surfactina e ramnolipideos a partir de cepas
de Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente.

e Avaliar a atividade antimicrobiana da surfactina e do ramnolipideo.

e Caracterizar a superficie celular dos micro-organismos patogénicos de
interesse alimentar, quanto a natureza hidrofébica ou hidrofilica.

e Avaliar a adesédo de micro-organismos patogénicos de interesse alimentar em

filmes flexiveis adicionados de biossurfactantes.

1.4 JUSTIFICATIVA

Sendo a maioria das embalagens de alimentos oriundas de materiais
poliméricos flexiveis e estes susceptiveis a contaminacdo por micro-organismos
patdgenos, surge a necessidade do controle da adesao celular microbiana nestes
materiais.

A alternativa apresentada neste estudo esta relacionada ao tratamento de
materiais poliméricos flexiveis com biossurfactantes, com o propdsito de reduzir ou

eliminar a formacao de biofilmes microbianos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOFILMES BACTERIANOS

A maioria dos micro-organismos nao se desenvolvem como células
individuais, mas em comunidades formando colénias ou biofilmes, estando
presentes em quase todos os ecossistemas naturais (LOPEZ et al., 2010).

A adesado bacteriana, seja em ambiente abidtico (superficie de plasticos,
metais e entre outros) ou bidtico (tecidos de animais e vegetais) segue estagios
como adesao reversivel (ou primaria), adeséo irreversivel, crescimento, maturacéo e
disperséo (Figura 1) (DUNNE, 2002).

Figura 1- Fases de formag&o do biofilme

Fonte: (HALL-STOODLEY et at., 2004).

Nota: 1- Adesao reversivel, 2- Adeséo irreversivel, 3- Crescimento, 4- Maturagéo, 5- Disperséo.

De modo geral, a adesdo de micro-organismos em superficies envolve a
interacdo de trés componentes, como a bactéria, superficie (bidtica ou abidtica) e o
microambiente em que se encontram.
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Araujo e Freire (2013) destacam que em superficies abitticas o inicio da
ligacdo bacteriana de vida livre ocorre de forma casual, que pode ser por meio do
movimento browniano, for¢a gravitacional, via quimiotaxia, flagelos, cilios ou fimbrias
(pili). Estas formas de aproximacao das células ao substrato sédo rapidas e com alta
aderéncia do micro-organismo. Neste estagio inicial ha adesdo reversivel, com
interag@es fisico-quimicas como forgas hidrodindmicas, interagfes eletrostaticas,
forcas de Van Der Waals e interacGes hidrofébicas (DUNNE, 2002).

Simdes et al. (2010) verificaram que com a aproximacao da bactéria a uma
superficie h& o inicio do desenvolvimento de interacdes resultantes da atmosfera
ibnica, que circunda as duas superficies, substrato e membrana celular. A atracao
depende da intensidade do potencial elétrico das duas superficies, da forca ibnica,
da constante dielétrica do meio e da distancia entre o micro-organismo e a
superficie. Quando a adesdo de bactérias atinge a concentragdo média com
comprimento de 1 nm, o final do processo esta relacionado a soma de forcas de
atracdo ou repulsdo entre a bactéria e a superficie abidtica, o que favorece a
repulséo, pois a maioria das bactérias e superficies sdo carregadas negativamente.

Simdes et al. (2010) relatam que as interacdes hidrofobicas se mostram mais
influentes sobre a adesdo primaria. Neste inicio, a repulsdo entre duas superficies
pode ser superada por interacdes do tipo ligacées de hidrogénio ou por interacdes
moleculares especificas como o pili e flagelos. O pili tem a funcdo de facilitar a
adesdo da célula em particulas inorganicas e em outras células bacterianas, e os
flagelos s@o responséaveis pela movimentacdo da bactéria, superando as forcas
repulsivas.

Segundo Chae et al. (2006) a ligacdo se torna reversivel quando a distancia
entre a célula e a superficie for maior que 50 nm. Em distancia préxima de 20 nm, ha
atuacao de forcas de Van der Waals e eletrostatica (forcas de longo alcance) e
ligacdes quimicas e interacdes hidrofobicas (forcas de curto alcance), podendo ser
esta fase reversivel, mas ao longo do tempo se mostra irreversivel. Em distancias
menores que 15 nm outras forgcas reforcam a adesdo, como a producdo de
polimeros adesivos que conduzem a adesao irreversivel, mas vai depender da
capacidade do micro-organismos em produzir material polimérico extracelular (MPE).

Apoés a adesédo das bactérias em superficies abidticas ocorre aumento celular,

liberacdo e deteccdo de moléculas autoindutoras induzindo a transcricdo de genes
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especificos que regulam a motilidade, viruléncia e producdo de MPE, que regulam a
formacao dos biofilmes (KATSIKOGIANNI et al., 2004).

Cooper et al. (1999) destacam que o segundo estagio do processo, adesao
irreversivel, ocorre por mecanismos moleculares de “ancoragem” de apéndices,
como flagelo, adesina e pili e, ainda, pelo inicio da produ¢cdo de MPE (matriz
contendo polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, lipideos, fosfolipidios e
substancias humicas), favorecendo o fortalecimento das ligacdes célula-superficie e
a agregacao com outras células e seus residuos, colonizadores secundarios, ao
biofilme. O ancoramento dos apéndices da bactéria com o substrato inclui ligacdes
covalentes e ibnicas, ligagdes de hidrogénio e interagdes dipolo-dipolo.

Estudos apontam que esta segunda etapa do processo de adesdo pode
iniciar apés 20 minutos e até no maximo 4 horas depois do contato. Posterior a
etapa de adesao irreversivel, se inicia 0 processo de crescimento (terceiro estagio) e
maturacdo do biofilme (quarto estagio) que, nesta fase, apresenta um aumento da
atividade metabdlica devido a multiplicacdo celular, formando micro colbnias
envoltas de MPE (MEDONLINE, 2015).

No terceiro e quarto estidgio ocorre de forma intensa a formacdo dos
biofilmes, onde 97% da matriz tem como composicao agua e de 2 a 5% sao de
células microbianas. No entanto, essa concentracdo pode variar de acordo com o0
micro-organismo, a temperatura e a disponibilidade de nutrientes (FLEMMING et al. ,
2010; OULAHAL et al., 2008).

Na maturacdo do biofilme, quarto estagio, h4 aumento da densidade
populacional, acentuada producdo e deposicdo de MPE. Com o crescimento da
populacdo de micro-organismos, 0 ambiente no interior do biofilme se torna
anaerobio, promovendo acréscimo na concentracdo de gases insolUveis e acidos
que enfraquecem a estrutura do biofilme, podendo causar o desprendimento de
células de vida livre (BOLES et al., 2005).

No quinto estagio, dispersdo do biofilme, ha liberacdo de células livres ou em
colbnias capazes de contaminar outros ambientes, 0 que causa grande preocupacao
na industria de alimentos, pela possibilidade de deterioracdo dos alimentos e
veiculacdo de doencas (VERRAN, 2002).
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2.1.1 Adesédo microbiana em superficies

As interacdes hidrofdbicas estdo entre as causas de aderéncia relacionada as
estruturas protéicas da parede celular e a superficie (DJORDJEVIC et al., 2002).

Segundo Simdes et al. (2010), quanto maior a hidrofobicidade das superficies
envolvidas na producdo dos biofilmes, maior serd o desenvolvimento deste. No
entanto, segundo Chae et al. (2006) a hidrofobicidade e a carga superficial das
bactérias podem ser diferentes entre as espécies, linhagens, condi¢cdes de
crescimento, fisiologia celular e meio de cultivo.

Em micro-organismos a hidrofobicidade da parede celular pode estar
ligada a adesdo, tanto em superficies hidrofébicas quanto em
superficies hidrofilicas. As interacbes hidrofébicas sdo as principais forcas
observadas em superficies hidrofébicas e as interacdes eletrostaticas em superficies
hidrofilicas. As repulsdes hidrofilicas e atracGes hidrofébicas estdo relacionadas as
interacOes acidobasicas de Lewis e com menor interferéncia estdo as interacdes de
Lifshitz Van der Waals (SOMMER et al., 1999).

Segundo Teixeira et al. (2008) o grau de hidrofobicidade (DGiwi) expressa a
energia livre de interagdo entre dois materiais quando imerso em agua. Se a
interacdo entre dois materiais for mais forte do que a interacdo de cada material com
agua (DGiwi < 0) o material é considerado hidrofébico, mas se DGiwi > 0, 0 material é
hidrofilico. Desta forma, bactérias com altos valores de DGiwi (mais hidrofilicas) sao
doadoras de elétrons e, bactérias com baixo valores de DGwi (mais
hidrofébicas/hidrofilicas) sao fracas doadoras de elétrons. Normalmente, superficies
hidrofébicas apresentam baixos valores de ambos o0s componentes aceptores e
doadores de elétrons, podendo ser utilizado para avaliar a adesdo microbiana as
superficies.

A temperatura, a composi¢cao da parede celular e a fase de vida do micro-
organismo, podem influenciar na capacidade hidrofébica da célula, ou seja, podendo
ser aceptora ou doadora de elétrons (CHAVANT et al. 2002).

A hidrofobicidade celular pode afetar a taxa de extensdo da adesao
microbiana a superficies, uma vez que intera¢des hidrofébicas tendem a aumentar

com o aumento da natureza nado polar das superficies envolvidas no processo de
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adesdo (SIMOES et al,2010). Desta maneira, as superficies hidrofobicas parecem
favorecer a colonizagcdo, sugerindo que estas superficies possam beneficiar a
aproximacdo do micro-organismo pela eliminacdo da camada de agua presente na
interface (ZERAIK et al., 2010).

Em superficies soélidas a taxa de adesdo aumenta com a hidrofobicidade da
superficie, para grande maioria dos micro-organismos e, ao diminuir a
hidrofobicidade da superficie a taxa de adesdo de micro-organismos se reduz
(NITSCHKE et al., 2009).

Segundo Bellon-Fontaine et al. (1997) a natureza hidrofébica/hidrofilica da
superficie bacteriana pode ser determinada pelo teste Microbial Adhesion to
Solventes (MATS), que consiste em avaliar a afinidade das células em um par de
solventes polares e apolares. Prokopovich et al. (2009) afirmam que quando a
afinidade pelo solvente apolar (aceptor de elétrons) for maior que do solvente polar,
a superficie celular apresenta caracteristicas acidas, ou seja, hidrofébicas. Se a
afinidade pelo solvente polar (doador de elétrons) for maior que do solvente apolar, a
superficie apresenta carater basico, hidrofilico. Portanto, quanto maior a afinidade

pelos solventes apolares, maior sera a hidrofobicidade da superficie celular.

2.2 RESISTENCIA E INIBICAO DA FORMACAO DOS BIOFILMES

As bactérias que formam os biofimes possuem um comportamento
coordenado com a formacao de estruturas tridimensionais extremamente complexas
(BJARNSHOLT et al., 2013).

De acordo com Hall-Stoodley et al. (2009) as bactérias formadoras de
biofilmes possuem uma comunicacédo célula-célula, por meio da secre¢édo de sinais
guimicos, permitindo respostas fenotipicas as mudancas ambientais, para resistir as
condi¢cbes extremas do meio ambiente.

Djordjevic et al. (2002) relatam que os micro-organismos quando fazem parte
de um biofilme se tornam mais resistentes a processos de higienizacdo, do que
como células de vida livre. Esse aspecto decorre da dificuldade de difusdo das
moléculas antimicrobianas através da matriz de biofilme, para conseguir desativar as
células encapsuladas. Assim, os materiais poliméricos extracelulares sdo uma
barreira a difuséo, influenciando a taxa de transporte de material antimicrobiano para

o interior do biofilme. Segundo Trentin et al. (2013) a tatica para o combate de
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biofilmes pode ser analisada em dois segmentos, como a inibicdo na formacéo dos
biofilmes e o tratamento para a eliminagédo dos biofilmes formados. A inibicdo na
formacao dos biofilmes pode ocorrer pela barreira a adesao celular a uma superficie
ou pelo rompimento da comunicacgao entre as células do biofilme (Figura 2).

Segundo Davies (2003) outros fatores também podem explicar a baixa
suscetibilidade dos biofilmes aos antimicrobianos, como o crescimento lento de
células no interior do biofilme, devido ao baixo metabolismo microbiano que ficam na
base do biofilme, onde h& escassez de oxigénio, garantindo sua resisténcia, que
atuam melhor na fase de logaritmica de crescimento. Outro aspecto esta relacionado
a falha no reconhecimento dos biofilmes pela defesa imunoldgica humana, devido ao
MPE que protege da acdo de anticorpos e radicais livres.

Testes realizados por Hoyle et al. (1992) demonstraram que células livres
eram quinze vezes mais susceptiveis a trobramycim do que células em biofilmes
intactos. Em estudo realizado por Suci et al. (1994) foi observado que o ciprofloxanin
levou vinte e um minutos para penetrar uma superficie contendo biofilmes de

Pseudomonas aeruginosas.
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Figura 2 Etapas de combate aos biofilmes

Fonte: Trentin et al.,(2013)

Compostos como os biossurfactantes podem ser utilizados para inibir a
adesdo microbiana. Eles atuam danificando a membrana plasmatica das células a

partir da interacdo com os fosfolipideos dos micro-organismos.
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2.3 PRINCIPAIS MICRO-ORGANISMOS FORMADORES DE BIOFILMES NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Micro-organismos deteriorantes podem ser encontrados nhas etapas do
processamento de alimentos, interferindo na qualidade, causando sua deterioracao
e colocando em risco a saude do consumidor (HOOD et al., 1995).

Os principais micro-organismos encontrados nos processos de adesdo em
equipamentos e embalagens sdo a Pseudomonas aeruginosa, P. fragi, P.
fluorescens, Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (NITSCHKE et al.,2002).

Os patégenos alimentares podem ser divididos em dois grupos, os infecciosos
(E.coli, Campylobacter sp. e Salmonella sp.) e os intoxicantes (Clostridium
botulinum, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus), onde os infecciosos sao
agueles que se multiplicam no intestino humano e os intoxicantes liberam toxinas no
trato intestinal ou nos alimentos (FORSYTHE, 2013).

Segundo estudo de Stepanovic et al. (2004) a Salmonella sp. pode formar
biofiimes em filmes flexiveis dependendo da quantidade de nutrientes no meio, ou
seja, meios com nutrientes limitantes fazem com que a camada de biofilme desses
micro-organismos aumente.

As células de Staphylococcus sp. tem certa resisténcia a antibioticos, assim
ha uma dificuldade no tratamento de infec¢cdes geradas por biofilmes formados em
implantes médicos (WALENCKA et al., 2008).

O Bacillus cereus pode ser encontrado em baixa concentracdo nos alimentos,
mas altas temperaturas e longo tempo de armazenagem fazem com que este se
prolifere até quantidades significativas para contaminacdo. Uma vez ingeridos
podem causar diarréia aquosa, colicas abdominais, dores, e em alguns casos,
nausea, vomitos e colicas abdominais (FORSYTHE, 2013).

As infec¢bes causadas por Pseudomonas aeruginosa estdo associadas ao
ambiente hospitalar e ao alto indice de mortalidade. Possui também alta resisténcia
a antibidticos pois sua membrana externa limita a penetracdo de pequenas
moléculas hidrofilicas e exclui as moléculas maiores (ROCA, 2014).

Pesquisas realizadas por Flach (2006) verificaram maior adesdo celular de

Escherichia coli em pano de algoddo, seguido no polipropileno (PP), vidro e acgo
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inoxidavel. A adesédo também foi influenciada pelo tempo e pela temperatura, sendo
maior com o aumento da temperatura de 10°C para 20°C.

2.4 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana formados por
moléculas anfipaticas, apresentando uma porcdo hidrofébica e outra hidrofilica. A
porcao apolar possui uma cadeia hidrocarbonada e a polar pode ser i6nica (anidnica
ou catidnica), ndo-iénica ou anfétera (NITSCHKE et al., 2002).

Os biossurfactantes formam um grupo composto de moléculas com
propriedades tensoativas, tendo ampla aplicacdo industrial, como acéo detergente,
emulsificante, lubrificante, capacidade espumante e de solubilizacéo e, na disperséo
de fases. Podem ser classificados de acordo com sua composicdo, ou seja, em
glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipidios e &cidos graxos (GEORGIOU
et al.,, 1992). Os principais micro-organismos produtores de biossurfactantes estéo

apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores

Tipos de biossurfactantes

Micro-organismos

Glicolipideos

- Ramnolipidios

Pseudomonas aeruginosa

- Soforolipidios

Torulopsis bombicola, T. apicola

Lipopeptideos e lipoproteinas

- Surfactina

Bacillus subtilis

- Viscosina

Pseudomonas fluorecens

Fosfolipideos

- Fosfolipideos

Thiobacillus thiooxidans

Fonte: Nitschke et al. (2002).

Os biossurfactantes, excretados pelos micro-organismos, consistem em
subprodutos metabdlicos de algumas bactérias, fungos e leveduras, onde a
producdo se da quando ha excesso de nutrientes essenciais como carbono e
nitrogénio. Uma vez liberados, os biossurfactantes promovem maior competitividade

no meio, dificultando a entrada de outros micro-organismos na regido delimitada
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pelo biossurfactante, acdo antimicrobiana e, também, favorecem a difusdo de
substancias insolUveis em agua para o interior da célula, devido ao carater hidrofilico
e hidrofébico da sua molécula (WEI et al., 2003; CERQUEIRA, 2007).

A maioria dos biossurfactantes ndo sdo corriqueiramente utilizados pelas
industrias devido ao alto custo de producgdo, proporcionado pela escolha da fonte de
carbono e sua extracao do meio fermentativo (NITSCHKE et al., 2003).

Segundo Cooper e Paddock (1999) e Bognolo (1999) os biossurfactantes
apresentam algumas vantagens em relacdo aos surfactantes quimicos, como:

- S&o mais eficientes e efetivos devido a producdo de uma menor tenséo
superficial, com menores concentracdes de biossurfactantes.

- Maior estabilidade de pH e temperatura, podendo ser utilizados em
locais que apresentam condicdes restritas.

- Alta biodegrabilidade, o que os torna eficientes para utilizagdo em
tratamento de residuos e, para aumentar a degradacdo de areas contaminadas por
hidrocarbonetos ou em processo de biorremediacao.

Atualmente os biossurfactantes podem ser utilizados na biorremediacdo de
solos contaminados por derramamento de 6leos, na limpeza de reservatorios de
0leo, na recuperacdo melhorada do petréleo, em aplicacBes terapéuticas como
inibidores de formacao de coagulos, na agricultura onde entram na formulacdo de
herbicidas e pesticidas, em produtos de higiene e cosméticos e, ainda na industria
de alimentos como emulsificantes (NITSCHKE et al., 2002). O Quadro 2 apresenta

algumas funcgdes e aplica¢des industriais dos biossurfactantes.

Quadro 2 Funcgdes e campos de aplicacdo dos biossurfactantes

Fungdes Campos de aplicacéo
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Emulsionantes e dispersantes Tintas, cosméticos, biorremediacao e alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Sequestrantes de metais Mineracdo
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de
minérios
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacdes e oleodutos

Fonte: PIROLLO, 2006.
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2.4.1 Surfactina

Como biossurfactante lipoproteico, a surfactina € amplamente estudada
devido suas propriedades de reducdo da tensdo superficial. Entre os micro-
organismos produtores estdo o género dos Bacillus sp., que abrangem a surfactina,
iturina, fengicina, liquasina, micosubrilisina e a bacilinicina (STELLER et al., 2000).

Arima et al. (1968) constataram a existéncia de um lipopeptideo, a surfactina
produzida por Bacillus subtilis, tendo a tensao superficial da agua (20°C) reduzida de
72 para 25 mN/m.

A surfactina contém em sua estrutura 12 a 16 a4tomos de carbono (Figura 3),
sendo um peptideo ciclico composto de sete amino&cidos (L- aspargina, L- leucina,
acido glutamico, L- leucina, L- valina e duas D- leucinas). O aminoacido hidrofébico
residudrio de leucina e valina estéo localizados nas posicdes 2,3, 4, 6 e 7, enquanto
que os residuarios hidrofilicos glutamilo e aspartilo estdo nas posicbes 1 e 5,
respectivamente (PEYPOUX et al., 1999).

Figura 3 - Estrutura quimica da surfactina..

Autoria prépria, CHEMSKETCH
Fonte: (HALL-STOODLEY et al., 2004).

A surfactina pode ser aplicada em diferentes areas como a biorremediacao de
poluentes que aumentam a disponibilidade de compostos hidrofobicos, pesticidas,
alta biodegradabilidade e apresentam propriedades antibacterianas, antibiofilmes,
antivirais e antitumorais (WALENCKA et al., 2008).
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A atividade antimicrobiana da surfactina esta relacionada aos danos que a
membrana plasmatica de células de outros micro-organismos pode sofrer, onde
os oligdbmeros da surfactina interagem com fosfolipideos, causando

flutuacOes estruturais sobre a integridade da membrana (NITSCHKE et al., 2002).

2.4.2 Ramnolipideos

Os ramnolipideos sao glicolipideos compostos por moléculas de ramnose na
sua fracao hidrofilica e de acidos graxos na fracao hidrofébica (Figura 4) (LANG et
al., 1999).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos ramnolipideos

Autoria prépria, CHEMSKETCH
Fonte: NITSCHKE et al., 2002

LANG et al. (1999) dizem que o primeiro estudo dos glicolipideos envolvendo
ramnose foi realizado por Jarvis e Johnson em 1949. Os estudos posteriores
mostraram serem capazes de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para
20 — 30 mN/m em concentracdes proximas a 120 mg/L, e, ainda, possuirem
atividades hemoliticas e antibidticas.

Entre os produtores de ramnolipideos as Pseudomonas sp. se destacam, pela
sua alta taxa de producdo em diferentes tipos de substratos. Os principais
ramnolipideos secretados pela Pseudomonas sp. sdo o L-ramnosil-L-ramnosil-3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e 0 L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato (YAROOD et al., 2004).
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Estudos constataram que os ramnolipideos possuem atividade antiadesiva,
inibindo a formacao de biofilmes de muitos tipos de bactérias, principalmente as de
importancia alimentar (ARAUJO et al., 2010).

Stanghellini et al.,1997, observaram que os ramnolipideos de P. aeruginosa
apresentaram atividade antibacteriana contra géneros de Pythium, Phitophthora e

Plasmopara.

2.5 APLICACAO DE BIOSSURFACTANTE NA REMOCAO DE BIOFILMES

Pesquisas indicam que superficies pré-condicionadas com biossurfactantes
sdo capazes de reduzir notavelmente a contaminacdo microbiana de materiais e
controlar a formacgdo de biofilmes, devido a inibicdo de adesdo a superficie e pela
acao antimicrobiana (MEYLHEUC, 2009; NITSCHKE et al., 2007).

Agentes antimicrobianos sdo substancias que possuem uma ou mais zonas
ativas que estabelecem interagcbes desfavoraveis com estruturas celulares
microbianas em sitios-alvo especificos (PEREIRA, 2001).

Mireles et al. (2001) alegaram que a surfactina possui agado antimicrobiana,
sendo produzida por Bacillus subtilis, ndo permitindo a formacéo de biofilmes de
Salmonella enteritidis, Salmonella entérica, Escherichia coli e Proteus mirabilis em
policloreto de vinila (PVC) e em cateteres polivinilicos.

Dusane et al. (2010) relataram que ramnolipideos foram capazes de romper
quase que totalmente o biofilme de Bacillus pumilus em superficie de poliestireno
(PS).

Rodrigues et al. (2006) verificaram que a utilizacdo de ramnolipideos como
agente condicionante sobre silicone reduziu a adesdo de Rothiadendo cariosa,
Streptococcus salivarus e Staphylococcus epidermis em mais de 50%, e a Candida
albicans, Candida tropicalis e Staphylococcus aureus em mais de 30%.

Irie et al. (2009) mostraram que o biossurfactante produzido por
Pseudomonas aeruginosa teve uma eficiéncia de mais de 30% na dispersao de

biofilmes produzidos por Bordetella bronchiseptica.
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2.6 MATERIAIS FLEXIVEIS

O uso de polimeros rigidos e flexiveis nas industrias de construgdo civil,
automotivas e de embalagens se mostra abrangente e em grandes quantidades.
(JORGE, 2013; OLIVEIRA, 1999).

Nas industrias de embalagens alimenticias a utilizacdo de filmes flexiveis
(plasticos) equivale a 30% em peso do total de embalagens produzidas. Estes
atendem de maneira eficiente as exigéncias do consumidor, tanto no
acondicionamento e apresentacdo dos alimentos, quanto no custo que representa
ao produto final (OLIVEIRA, 1999; SINO, 1997).

Os tipos de plasticos mais utilizados sdo os PE, PPs, PS, PVC e os
Poliésteres (PET), sendo chamados de commodities devido a grande producéo e
aplicacao destes materiais (ABIPLAST, 2016)

Os polimeros mais empregados na industria de alimentos variam conforme as
propriedades da matéria prima, dos aditivos adicionados e do processo de
fabricacdo. Portanto, podem apresentar caracteristicas fisicas e quimicas
heterogéneas, como estruturas cristalina, semi-cristalina ou amorfa, dependendo do
material e, heterogeneidade da superficie o que favorecem a adesdo celular
(ARAUJO et al., 2010).

Segundo Darouiche et al. (2009) alguns tipos de plasticos favorecem maior
adesao de micro-organismos, como o PVC sobre o teflon, o PE sobre o poliuretano,
o latex sobre o silicone, o silicone sobre o politetrafluoretileno (PTFE) e o0 aco
inoxidavel sobre o titanio. Segundo Holah et al. (1990), superficies plasticas sao
favoraveis a adesdo de micro-organismos devido a porosidade do material.

2.6.1 Polipropileno

O polipropileno considerado como termoplastico e semi-cristalino exibe boa
resisténcia a rupturas e propriedades elétricas, porém sua grande caracteristica esta
na inércia quimica, além de ser o mais leve de todos os plasticos (SPIETH, 1991).
De acordo com a norma DIN D52715 sua absorcdo de &agua € < 0,03%,
caracterizado como uma baixissima absor¢cdo. A estrutura quimica do PP esta

apresentada na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica do polipropileno

Fonte: SARANTOPOULOS, 2002

As principais aplicacdes do PP, nas industrias de embalagens ocorrem como
filmes termoprocessaveis para uso em micro-ondas, filmes termo retrateis que se
moldam ao produto quando aquecidos e, embalagens para alimentos sensiveis a
umidade, como produtos desidratados e biscoitos (JORGE, 2013).

De maneira analoga aos polimeros sintéticos, o PP possui energia livre
superficial baixa e interage com outros residuos através de ligacfes de baixa
energia (MANO et al., 1999). Esta caracteristica mostra uma reduzida capacidade de
formacéo de biofilmes, sendo um material indicado como embalagens de alimentos
(COMYN, 1990).

2.6.2 Polietileno

O polietileno considerado como polimero flexivel, parcialmente cristalino, se
mostra inerte para a maioria dos produtos quimicos comuns e ndo sdo toxicos.
Podem ser classificados como PEs ramificados ou lineares e sua estrutura quimica
esta apresentada na Figura 6. Devido as suas caracteristicas, o PE tem sido
amplamente usado na industrias alimenticia e de farmacos (COUTINHO et al.,
2003).
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Figura 6 - Estrutura quimica do polietileno

Fonte: SARANTOPOULOS, 2002

Os tipos de PE mais utilizados sédo o PE de baixa densidade e o de alta
densidade. Os PEs de baixa densidade (PEBD) sédo obtidos em altas condi¢cdes de
temperatura (100 a 300°C) e pressédo (1000 a 3000atm), pela adicdo de um iniciador.
Devido as caracteristicas de producdo a cadeia do PE se torna altamente
ramificada, diminuindo assim a cristalinidade e a densidade (SARANTOPOULOS et
al., 2002).

O PEBD se mostra flexivel, transparente quando usado em filmes finos,
possui permeabilidade a gorduras e 6leos, apresenta boa resisténcia a perfuracéo e
tracdo, mas tem alta permeabilidade a gases (JORGE, 2013), tendo maior
solubilidade em solventes organicos apolares (COUTINHO et al. 2003)

Os PEs de alta densidade (PEAD) sao obtidos em baixas condicfes de
temperatura (abaixo de 100°C) e pressdo (10 a 15 ATM), devido a insercado de
catalisadores no meio. O polimero se forma com poucas ramificagdes, 0 que o torna
mais cristalino e denso (COUTINHO et al.,, 2003). O PEAD né&o apresenta
solubilidade em nenhum solvente conhecido e possui baixa permeabilidade a gases
e a agua (JORGE, 2013). Comparado com o PEBD, o PEAD possui menor
transparéncia, maior resisténcia quimica, menor permeabilidade ao oxigénio e a
agua e, ainda, menor flexibilidade (JORGE, 2013).

No geral, o PE pode ser usado em forma de filmes e recipientes para

alimentos, entre eles garrafas, baldes e sacolas (SANTOS et al., 2011)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O delineamento da pesquisa se mostra de suma importancia para o
entendimento dos objetivos e tipo de pesquisa apresentado, contribuindo para uma
melhor visdo do trabalho a ser apresentado.

Em relagdo a natureza, a pesquisa foi definida como aplicada, pois segundo
Kauark et al (2010) a pesquisa aplicada utiliza os conhecimentos obtidos pela
pesquisa basica para solucionar acfes concretas e solucionar os problemas
existentes. Desta forma, neste trabalho a aplicabilidade foi avaliada pela acdo dos
biossurfactantes para evitar a formacao de biofilmes bacterianos em filmes flexiveis.

Em relacdo a abordagem do problema a pesquisa se define como
guantitativa. Segundo Frasson et al. (2009), a pesquisa guantitativa necessita de
guantificacdo em algum momento. No presente trabalho foi avaliado a quantificacédo
dos dados para avaliar a adesdo bacteriana em filmes flexiveis aplicados com
biossurfactantes.

Do ponto de vista de seus objetivos a pesquisa foi considerada exploratéria,
pois se busca um entendimento e formulacdo de novas ideias para uma
problematica ainda em estudo. Segundo Frasson et al. (2009), a pesquisa
exploratéria tenta, de maneira diferenciada, entender e estudar fenbmenos com
caracteristicas como a formacao de ideias, para o entendimento do conjunto do
problema.

Do ponto de vista dos procedimentos técnicos a pesquisa realizada neste
trabalho foi experimental, que segundo Gil (2007) determina um objeto de estudo,
definindo uma forma de controle e entdo observando os efeitos que as variaveis
produzem no objeto. Desta forma, o trabalho desenvolvido teve como intuito a
manipulagdo dos meios para quantificacdo de bactérias patogénicas aderida em

diferentes superficies.
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3.2 LOCAL DA PESQUISA

Os experimentos biotecnoldgicos propostos foram realizados nos Laboratorios
de Iniciacdo Cientifica, Microbiologia e Bioquimica do Campus Ponta Grossa da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
3.3 CONTROLE DE CONTAMINACOES

Para garantir a inocuidade do sistema e posterior risco de contaminacgéo,
todos os meios de cultivo, materiais e instrumentos utilizados foram autoclavados
(Phoenix) a 121°C por 30 minutos. As semeaduras, manipulacdo dos filmes plasticos
contaminados e analises destes foram feitas em camara de fluxo laminar (Bioseg 12
da empresa VECO).

3.4 ORIGEM DOS MICRO-ORGANISMOS

As cepas dos micro-organismos Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 741) utilizadas foram cedidas pela

Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Antibidticos.

3.5 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Os micro-organismos Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 741) foram utilizados para producdo dos biossurfactantes,

surfactina e ramnolipideos, respectivamente.

3.5.1 Preparo dos indculos

Para o preparo dos inéculos foi produzido 100 mL de caldo Luria Bertani (LB)
(10 g L't NaCl, 10 g L Triptona e 5 g L! de extrato de levedura) e esterilizado em
autoclave a 121 °C por 30 minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente, foi inoculado separadamente os
micro-organismos Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, provenientes de
indculos mée, em caldo LB, na propor¢édo de 10% (v/v), sendo incubados em estufa

(Incubadora TE -420, Sao Paulo, Brasil) a 37°C, sob agitagdo a 150 rpm por 48
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horas, onde se obteve o primeiro inéculo. Decorrido o tempo, uma aliquota de 15 mL
deste primeiro indculo foi repassado para 150 mL do meio Luria Bertani enriquecido
(30g L de Glicose, 30g L' de NaCl, 1g L™ de (NH4)2S04, 0,25 g L de MgSOs4, 10 g
L1 de extrato de levedura e 10 g L de solugédo de sais [ 0,10 g L* de ZnSQO4, 3 g L?
de MnSQg4, 0,10 g L* FeS0Os4, 0,10 g L* CaClz, 0,10 g L de CoClz, 0,01 g L de
CuSO2, 0,01 g L* de H3sBOs3 e 0,01 g L' de KMnO4 em tampéo fosfato 0,2 mol L*
em pH 7,0]), sendo incubados em estufa (Incubadora TE -420, Sdo Paulo, Brasil) a

37°C, sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas.

3.5.2 Processo fermentativo para a producao de surfactante

Para producdo dos biosurfactantes foi utilizado 200 mL do meio de cultivo
Salino Mineral complementado com fontes de carbono (0,2 g L't de MgSOa, 7,0 g L
de NazHPO4, 1,0 g L* de (NH4)2S04, 3,0 g L't de KH2PO4, 1,7 g L't de NHaNO3, 10 g
Lt de 6leo motor, 10 g L™ de 6leo de soja proveniente de fritura e 10 g L de glicerol
em tampaéo fosfato 0,2 mol L't em pH 7,0). Neste meio de cultivo foram inoculados
10% (v/v) dos micro-organismos, oriundos do meio Luria Bertani enriquecido, e
incubados em estufa (Incubadora TE -420, S&o Paulo, Brasil) a 37°C, sob agitacédo a

150 rpm por 120 horas.

3.5.3 Extracdo de biossurfactante bruto

O meio fermentativo com a producdo de biosurfactante foi acidificado com
HCl (6 Mol L') até pH 2,0 e mantido a 4°C por 24h para precipitacdo do
biossurfactante e segundo Pollack (2000) promover a morte do micro-organismo.
Este precipitado foi separado por centrifugacdo (Excelsa 4, modelo 280-R, Fanem —
Séo Paulo, Brasil) a 7000 rpm por 30 minutos, seguido de trés lavagens sucessivas

com agua destilada.

3.6 Preparacédo de micro-organismos patogénicos

Colbnias de bactérias patogénicas de origem alimentar como Salmonella sp.e
Escherichia coli (isolado no laboratério de Microbiologia da UTFPR), Pseudomonas

aeruginosa (UPEDA 416), Staphylococcus aureus (TSB 25923) e Bacillus cereus


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
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(isolado no laboratério de Microbiologia da UTFPR-PG), foram inoculadas em 100
mL de caldo Nutriente estéril e incubadas a 37°C + 1°C, até a obtencdo de uma
suspensdo bacteriana com 10° UFC mL™. O controle do crescimento celular foi
verificado por densidade otica (0,6 nm) em espectrofotbmetro UV segundo Gomes,
2011, com comprimento de onda de 600 nm. Esta suspensao bacteriana foi utilizada
para a realizagdo dos testes de aderéncia em polimeros plasticos e avaliar a

atividade antimicrobiana dos biossurfactantes.

3.7 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS BIOSSURFACTANTES

A escolha dos biossurfactantes surfactina e ramnolipideo se deu devido as
suas elevadas eficiéncias na reducdo da adesao de micro-organismos em variadas
superficies.

A atividade antimicrobiana dos bissurfactantes foi avaliada em duplicata, pelo
método de Difusdo em Agar (OSTROSKY et al., 2008), por meio de discos de filmes
de material celuldsico (6 mm de diametro e 2 mm de espessura) sendo impregnados
com solucdes de surfactina 0,1% (p/v) e ramnolipideos 0,45% (p/v) tomando como
base pesquisa realizada por Gomes, 2011.

Os filmes foram adicionados na superficie de placas de Petri contendo 4 cm
de meios de cultura seletivos, conforme a cepa patogénica usada para o teste
(cepas preparadas segundo o Item 3.6), como Agar Salmonella-Shigella (SS) para
Salmonella sp., Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para Escherichi coli, Agar Base
Cetrimide para Pseudomonas aeruginosa, Agar Baird Parker para Staphylococcus
aureus. Foram inoculados 0,1 mL dos respectivos micro-organismos, previamente
armazenados em caldo Nutriente (Item 3.6), e incubadas a 37 °C durante 24 horas.
Os filmes com os respectivos biossurfactantes também foram colocados na
superficie do Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), para o Bacillus cereus e
incubados a 30°C durante 24 horas.

O critério de selegéo foi o didmetro dos halos de inibicdo (Sensivel (S) = 3
mm; Moderadamente sensivel (MS) > 2 mm e < 3 mm; Resistente (R) <2 mm) de
crescimento em relacdo a sensibilidade e pela sua importdncia como agente
patogeno e contaminante de alimentos. A figura 7 exemplifica a formacé&o do halo de

inibicdo da atividade antimicrobiana para a maioria dos micro-organismos.
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Sem Com
formagao de formagéo de
halo halo

RESISTENTE SENSIVEL

Figura 7 - Exemplificag&do da formacao de halo de inibi¢cdo

Fonte: Propria

3.8 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA SUPERFICIE CELULAR

A natureza hidrofébica/hidrofilica da superficie bacteriana foi determinada
pelo teste Microbial Adhesion to Solvents (MATS) (Bellon-Fontaine et al.,1997), que
consiste em avaliar a afinidade das células com auxilio de um par de solventes
polares e apolares. Os solventes utilizados neste trabalho foram cloroférmio (polar),
n-heptano (apolar), alcool etilico (polar) e éter etilico (apolar).

O teste foi realizado em triplicata, usando 2,4 mL de suspensdo bacteriana
(108 UFC mL?), 0,15 mol L' de NaCl e 0,4 mL dos respectivos solventes,
separadamente. A mistura foi agitada em poténcia maxima em agitador de tubos de
ensaio (Vortex Mixer, modelo VX-28 - Sdo Paulo, Brasil) durante 2 minutos para
formar uma emulsdo. Na sequéncia, a emulsdo permaneceu em repouso durante 15
minutos, para assegurar a separacdo completa das duas fases. A absorbancia da
fase aquosa foi medida a 400 nm e a percentagem de células ligadas (% adhesion
porcentage - ADH) determinada segundo a Equacéo 1 (MEYLHEUC et al., 2009).

% ADH = ((1—A) /A0) (Eq.1)

Onde: A é a absorbancia da suspensao bacteriana depois da mistura e Ao é a

absorbancia antes a mistura.
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3.9 PREPARACAO DA SUPERFICIE DOS FILMES FLEXIVEIS

Corpos de prova de 3 cm? (30 mm x 30 mm x 1mm) de filmes flexiveis de PP,
polietileno de alta densidade (PEAD), polietileno de baixa densidade (PEBD) com
0,05 mm de espessura e PEBD com 0,1 mm de espessura, foram imersos em
acetona P.A. (98%) e colocados sob banho de ultrassom durante 10 minutos. Na
sequéncia, foram enxaguados em agua destilada estéril, imersos em solucéo
detergente neutro comercial a 2% por 15 minutos e mais um banho de ultrassom
durante 10 minutos. Decorrido o tempo, os corpos de prova foram lavados trés

vezes com agua destilada estéril e secos em temperatura de 35°C por 2 horas.

3.10 APLICACAO DOS BIOSSURFACTANTES EM FILMES FLEXIVEIS

Os corpos de prova de 3 cm? dos filmes de PP, PEAD, PEBD com 0,05 mm e
0,1 mm de espessura foram imersos em solucdo de surfactina 0,1% (p/v) e
ramnolipideos 0,45% (p/v), durante 24 horas em temperatura ambiente. Para o
controle, os corpos de prova foram mantidos somente em &gua destilada sob as
mesmas condi¢cdes de tempo e temperatura, conforme ZERAIK et al. (2010).

3.11 TESTE DE ADESAO DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS EM FILMES
FLEXIVEIS

O teste de adesdo de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis foi
adaptado de Fernandes et al. (2015).

Os corpos de provas adicionados dos biossurfactantes [surfactina 0,1% (p/v)
e ramnolipideos 0,45% (p/v)] e do controle (Item 3.10) foram lavados com 5 mL de
agua destilada estéril e imersos na suspensio bacteriana (10° UFC mL1) durante 1
minuto, sem agitacdo e em temperatura ambiente. Decorrido o tempo, foram lavados
com 5 mL de agua destilada estéril para remocéo das células ndo aderentes.

Os corpos de provas limpos, mas ainda com possiveis células aderentes,

foram colocados em tubos de ensaios contendo 10 mL de solucdo salina estéril
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0,85% e submetidos a agitagdo maxima em agitador de tubos de ensaio (Vortex -
Mixer, modelo VX-28 - Sao Paulo, Brasil) durante 2 minutos, para remoc¢ao das
células aderentes. Na sequéncia, a solucdo com células liberadas foi diluida até 102
e inoculadas 0,1 mL em placas de Petri contendo meios seletivos, conforme a cepa
utilizada, como SS para Salmonella sp., EMB para Escherichi coli, Agar Base
Cetrimide para Pseudomonas aeruginosa, Agar Baird Parker para Staphylococcus
aureus incubadas a 37 °C durante 24 horas e, ainda, MYP para Bacillus cereus
incubado a 30°C durante 24 horas. As respectivas analises foram realizadas em

duplicata e os resultados expressos em UFC cm, conforme equagéo 2.

UFC/cm? = (Vo/Va). M. DIA (Eq.2)

Onde:

UFC/cm? = Unidade formadora de col6nias por centimetros quadrados

VD = volume do diluente na rinsagem (mL) (5 mL)

VA = volume da aliquota utilizada no plagueamento em superficie (mL) (0,1
mL)

M = média da contagem obtida nas placas (UFC)

D = diluicéo realizada (10°%)

A = area do corpo de prova (cm?) (*2,9 cm?)

* A reducdo de 0,1 cm2 na area foi devido a contracdo do material na secagem.

3.12 ADERENCIA EM MICROPLACAS DE POLIESTIRENO

O teste de adesdo de bactérias patogénicas também foi efetuado em
microplacas de PS estéril. Foram preenchidas com 200 pyL de cada biossurfactante
[surfactina 0,1% (p/v) e ramnolipideos 0,45% (p/v)] durante 24 horas. Em seguida, 0s
pocos da microplaca foram lavados com agua destilada estéril e preenchidos com
180 pL de caldo Nutriente, sendo inoculadas com 20 pL da suspensao bacteriana
(108 UFC mLt) em cada uma das cavidades. A incubacéo ocorreu a 35° C durante
diferentes intervalos de tempos (2, 5, 7,10, 12, 25, 27 e 30 horas).

Decorrido os tempos, os poc¢os foram lavados com agua destilada estéril e

fixados durante 15 minutos com metanol e coradas por 20 minutos com cristal
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violeta a 1% (p/v). Apo6s lavagem com &gua destilada estéril, os pogos corados foram
descoloridos duas vezes com 200 pL de etanol.

A densidade optica (550 nm) da solucdo corada obtida da lavagem com
etanol foi utilizada para medir as células aderidas. Po¢cos néo inoculados com os
micro-organismos foram usados como controle, para determinar a quantidade de
micro-organismos (UFC cm2) que se aderiram a placa ao longo do tempo, visto que,
guanto maior a quantidade de micro-organismos presentes maior sera a absorbancia
da solucéo.

A respectiva andlise foi realizada em triplicata e os resultados da cinética de
adesao foram expressos em densidade 6tica por hora (nm ht).

3.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para avaliar a interacao dos micro-organismos a superficie dos filmes flexiveis
com e sem biossurfactantes foi realizado analise microscopica eletrbnica de
varredura.

Os corpos de prova de 3 cm? foram preparados conforme descritos nos itens
3.9, 3.10 e 3.11, sendo posteriormente secas a 35°C por 2 horas e metalizados com
ouro usando IC-50 ION COATER (Shimadzu), por 10 minutos. As imagens de
superficie topografica foram obtidas por meio do Microscépio Eletrbnico de
Varredura (Tescan - modelo VEGA 3) do Departamento de Engenharia Mecanica da
UTFPR-PG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS BIOSURFACTANTES

A surfactina 0,1% e o ramnolipideos 0,45% apresentaram atividade
antimicrobiana (sensibilidade) para Salmonella sp., E. coli e S. aureus. No entanto,
ambos foram resistentes para P aeruginosa. O B. cereus mostrou ser sensivel
apenas a surfactina 0,1% e moderadamente sensivel ao ramnolipideo 0,45%
(Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos biossurfactantes sobre os micro-organismos
patogénicos

Micro- Halo de inibic&do Atividade antimicrobiana
organismos (mm)/Biossurfactantes
patogénicos Surfactina Ramnolipideos
0,1% 0,45%
Salmonella sp. 6,5 3,5 Sensivel
E.coli 6,5 3,5 Sensivel
P. aeruginosa 0,0 0,0 Resistente
S. aureus 45 6,0 Sensivel
B.cereus 55 2,0 Sensivel - Surfactina 0,1%

Moderadamente sensivel - Ramnolipideo 0,45%

Nota: Os valores apresentados se referem a média das triplicatas dos halos de inibicdo. Critério de
selecao pelo didmetro dos halos de inibicdo: (Sensivel (S) = 3 mm; Moderadamente sensivel (MS) > 2
mm e < 3 mm; Resistente (R) £2 mm)

Fernandes et al. (2007), também confirmam a acdo antimicrobiana da
surfactina em micro-organismos como a Salmonella sp., E. coli, Staphylococcus
aureus e em outras 26 cepas de bactérias.

Dong et al. (2005) e Gonzélez et al. (2006) mostraram a atividade
antimicrobiana do ramnolipideo para 18 diferentes micro-organismos, entre estes
estdo a Salmonella sp., E. coli, Staphylococcus aureus e B. cereus, assim como foi
observado neste trabalho. Os mesmos autores destacaram que, algumas das
diferencas encontradas na literatura se tratam do percentual de crescimento dos
micro-organismos, quando o biossurfactante ramnolipideo utilizado esta na forma
bruta ou pura, pois outros componentes podem estar presentes (fatores de viruléncia

e sinais de quorum sensing) no meio bruto.
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4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA SUPERFICIE CELULAR

A Tabela 4 mostra a porcentagem de afinidade da adesdo de micro-

organismos a diferentes solventes.

Tabela 4 - Afinidade da adesao de bactérias a diferentes solventes.

Afinidade das células microbianas a solventes (%)

Micro-organismos Cloroférmio Alcool etilico n - heptano Eter etilico
(polar) (polar) (apolar) (apolar)
Salmonella sp. 16,94 79,66 42 .37 13,55
E. coli 65,27 70,83 63,88 90,27
P. aeruginosa 100,00 97,53 40,74 72,83
S. aureus 71,27 54,25 59,57 46,80
B. cereus 22,47 58,42 22,47 43,82

A Salmonella sp. apresentou maior afinidade pelo &lcool etilico (polar)
(79,66%), do que pelo Eter etilico (apolar) (13,55%), portanto, apresenta predominio
de caréater basico (aceptor de elétrons) na superficie celular, sugerindo a presenca
de cargas negativas na superficie, o que a caracteriza com uma superficie
hidrofilica.

A E. coli demonstrou maior afinidade pelo ater etilico (apolar) (90,27%) do que
pelo Cloroférmio (polar) (65,27%), ou seja, apresenta predominio de carater acido
(doador de elétrons) na superficie da célula, apresentando uma superficie
hidrofébica.

A P. aeruginosa apresentou uma elevada afinidade pelo cloroférmio (100%) e
pelo alcool etilico (97,53%), ambos com propriedades polares. Este aspecto indica
que a bactéria apresenta predominio de cargas negativas na superficie que
evidenciam caracteristicas basicas, sugerindo uma superficie hidrofilica.

O S. aureus mostrou alta afinidade pelo cloroférmio (polar) (71,27%),
evidenciando caracteristicas fortemente basicas (aceptor de elétrons), ou seja, a
bactéria apresenta de cargas negativas na superficie, indicando um carater
hidrofilica.

O B. cereus teve maior afinidade pelo alcool etilico (polar) (58,42%) do que
pelo n-heptano (apolar) (22,47%), ou seja, possui um predominio de cargas

negativas na superficie celular, tendo caracteristicas basicas e hidrofilica.
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Portanto, Salmonella sp., P. aeruginosa, S. aureus e B. cereus apresentaram
uma caracteristica hidrofilica na superficie celular, indicando um maior potencial de
adesao em superficies hidrofobicas.

O carater hidrofobico encontrado na superficie celular da E. coli (Gram
negativa) pode ser decorrente de alteracbes do meio de cultivo deste micro-
organismo. Segundo Palmer et al. (2007) h& indicios que os lipopolissacarideos da
superficie celular de bactérias Gram negativas tornam a célula mais hidrofilica e sua
perda mais hidrofobica. A concentracdo de oxigénio no meio de cultivo pode
promover uma alteracao na estrutura do lipopolissacarideo, resultando num aumento
da hidrofobicidade celular. Portanto, a bactéria pode alterar para uma
hidrofobicidade da superficie celular, pela mudanca do ambiente externo, o que deve

ter ocorrido neste trabalho.

4.3 ANALISE DO TESTE DE ADESAO DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS
EM FILMES FLEXIVEIS

4.3.1 Adesdo de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis impregnados
com surfactina 0,1%

Ao comparar os filmes controles com os adicionados com surfactina a 0,1%
foi verificado que em PP houve reducdo de um (01) ciclo logaritmico na adeséo de
Salmonella sp e E. coli. No entanto, ndo foi verificado eficiéncia na diminuicdo de
colénias de P. aeruginosa, S. aureus e B. cereus. Em PEAD foi observado
diminuicdo de um (01) ciclo logaritmico para E coli, P. aeruginosa e B. cereus e, de
oito (08) ciclos para Salmonella sp, porém sem efeito sobre o S. aureus. Em filmes
de PEBD 0,05 mm foi verificado decréscimo de um (01) ciclo logaritmico para E coli
e B. cereus e, de oito (08) ciclos para Salmonella sp, mas sem eficiéncia sobre a P.
areruginosa e S. aureus. Nos filmes de PEBD 0,1mm foi verificado apenas reducao
de um (01) ciclo logaritmico para Salmonella sp, ndo tendo consequéncia sobre o
desenvolvimento de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e B. cereus (Tabela 5).

Entre os filmes de PEBD foi verificado que a menor espessura do plastico
(0,05mm) proporcionou maior eficiéncia na reducdo da adesao celular. Este aspecto
pode estar relacionado a capacidade de fixagéo e/ou absor¢éo do biossurfactante no

plastico.
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Tabela 5 Ades&o de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis com surfactina 0,1%

Filmes flexiveis Adeséo de micro-organismos patogénicos/UFC cm
em filmes flexiveis com surfactina 0,1%

Salmonella sp. E.coli P. aeruginosa S. aureus B.cereus
PP 3,8 x 107 7,5 x 107 1,4 x10° 2,8 x108 4.0 x 108
PP controle 1,7 x 108 6,2 x 108 1,5 x 10° 5,1 x 108 6,8 x 108
PEAD <10 3,8 x 107 9,4 x 10’ 3,0 x 108 9,5 x 107
PEAD controle 3,0 x 108 7,9 x 108 3,6 x 108 5,7 x 108 7,9 x 108
PEBD 0,05 mm <10 5,5 x 108 3,8 x 108 1,9 x 108 6,6 x 108
PEBD 0,05 mm 3,0 x 108 3,0x10° 4.9 x 108 9,2 x 108 1,6 x 10°
Controle
PEBD 0,1 mm 3,8 x 107 2,3 x108 1,7 x 108 3,8 x 108 4,5x 108
PEBD 0,1 mm 1,3 x 108 9,1x108 2,6 x 108 4,9 x 108 9,1x108
Controle

Nota: Os valores apresentados se referem a média das duplicatas dos halos de inibicdo.

A surfactina possui cargas negativas devido seu grupamento aniénico, mas
ao ser aplicada sobre a superficie dos filmes (carga negativa) pode ter promovido
uma caracteristica pouco hidrofébica, ou seja, em um aumento de cargas positivas
na superficie do material. Segundo Gang et al. (2010), a surfactina em situacdes de
redugdo da mobilidade translacional e rotacional podem ajustar o grupo polar
(carregado negativamente) para ficar em contato com 0 meio aquoso e, 0 grupo
apolar com a superficie hidrofébica, o que levaria a uma reducao da hidrofobicidade
da superficie do material de contato. No entanto, esta alteracdo nao foi o suficiente
para evitar a adesao da E. coli (carga positiva) (Item 4.2) nos filmes de PEBD 0,05
mm e 0,1mm (Tabela 5), apesar de ter sido verificado a capacidade antimicrobiana
da surfactina 0,1% sobre esse micro-organismo (Tabela 3).

Em relacdo aos outros micro-organismos analisados, todos apresentaram
superficie celular com carga negativa. Neste aspecto, a pouca hidrofobicidade da
surfactina na concentracdo de 0,1% (aumento de carga positiva) ndo foi suficiente
para manter a adesédo celular, o que sugere a ocorréncia de um efeito antiadesivo,
entre a superficie do filme impregnado com o biossurfactante (carga negativa) e os
micro-organismos testados (carga negativa). O efeito pode estar relacionado a
repulséo eletrostatica, reducdo das interacdes hidrofobicas e/ou pela interferéncia de
alguns fatores como a producao de MPE por alguns micro-organismos. Os MPE sé&o
na maioria aniénicos podendo alterar a carga da superficie promovendo a repulséo

eletrostatica (SIMOES et al., 2010). Outro aspecto deve ser considerado na reducéo
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da adeséo celular nos filmes, como a acao antimicrobiana da surfactina, sendo
observada em todos 0s micro-organismos, com excecdo da P. aeruginosa (Tabela
5).

4.3.2 Adesdo de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis impregnados
com ramnolipideos 0,45%

Considerando os filmes controle com os filmes impregnados com
ramonolipideos 0,45%, foi observado que em PP houve reducdo da adesdao de um
(01) ciclo logaritmico da P. aeruginosa e de oito (08) ciclos para Salmonella sp, mas
sem efeito sobre E. coli, S. aureus e B.cereus. Em PEAD com ramnolipideo 0,45%
houve decréscimo de um (01) ciclo logaritmico em Salmonella sp. e E coli. No
entanto, ndo houve influéncia sobre P aeruginosa, S. aureus e B. cereus. A
influéncia do ramnolipideo 0,45% foi maior nos filmes de PEBD com menor
espessura (0,05 mm), sendo verificado reducdo de um (01) ciclo logaritmico do B.
cereus e oito (08) ciclos para Salmonella sp. Nos filmes de PEBD 0,1 mm foi
verificado apenas diminuicdo de um (01) ciclo logaritmico para a Salmonella sp., ndo

tendo efeito sobre E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e B.cereus (Tabela 6).

Tabela 6 Adesao de micro-organismos patogénicos em filmes flexiveis com ramnolipideos

0,45%
Filmes flexiveis Adesdo de micro-organismos patogénicos/UFC cm
em filmes flexiveis com ramnolipideos 0,45%
Salmonella E.coli P. aeruginosa S. aureus B.cereus
sp.

PP <10 1,5x 108 1,5x 108 3,2 x 108 3,2 x 108
PP controle 1,7 x 108 6,2 x 108 1,5x 10° 5,1x 108 6,8 x 108
PEAD 5,6 x 107 9,5 x 107 2,8 x 108 3,2 x 108 4,0x 108
PEAD controle 3,0 x 108 7,9 x108 3,6 x 108 5,7 x 108 7,9 x 108
PEBD 0,05 mm <10 1,9 x10° 2,4 x108 6,6 x 108 2,6 x 108
PEBD 0,05 mm 3,0x 108 3,0 x 10° 4,9 x 108 9,2 x 108 1,6 x 10°
controle
PEBD 0,1 mm 1,9 x 107 2,6 x 108 2,2x108 3,6 x 108 1,3x108
PEBD 0,1 mm 1,3 x 108 9,1 x 108 2,6 x 108 4,9 x 108 9,1 x 108
controle

Nota: Os valores apresentados se referem a média das duplicatas dos halos de inibi¢éo.
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Segundo Raza et al. (2010), devido a presenca dos grupos carboxila e
ramnosil, os ramnolipideos sdo anibnicos (carga negativa). Quando o0s
ramnolipideos entram em contato com uma superficie hidrofébica (carga positiva) se
organizam em micelas, lamelas ou vesiculas dependendo do pH do meio, dirigindo
sua parte polar (negativa) para o ambiente externo (meio agquoso) e a parte apolar
(carga positiva) em contato com a superficie, tornando a superficie hidrofilica,
facilitando a repulsdo dos micro-organismos com superficie celular hidrofilica.
Porém, de modo geral, a acdo do ramnolipideo ndo teve efeito antiadesivo sobre a
maioria das interacBes entre micro-organismos e filmes flexiveis, com excecao na

interacdo da Salmonella sp. e os filmes flexiveis investigados (Tabela 6).

4.3.3 Comparacdo entre a adesdo de micro-organismos patogénicos em filmes

flexiveis impregnados com surfactina 0,1% e ramnolipideos 0,45%

O PP coberto com ramnolipideo 0,45% mostrou maior capacidade de reducao
da adeséo celular, mas somente para Salmonella sp.. No entanto, a surfactina 0,1%
impregnada em PEAD e PEBD 0,05 mm foi eficiente para a maioria dos micro-
organismos testados. O PEBD 0,1 mm com ambos os biosurfactantes tiveram a
mesma eficiéncia, mas somente para a Salmonella sp.

De modo geral, ambos os biosurfactantes mostraram eficiéncia na atividade
antimicrobiana quando os filmes foram impregnados com Salmonella sp., E. coli, P.
areruginosa e B. cereus, nao tendo efeito sobre o0 S. aureus.

Entre os filmes, o PP, PEAD e o PEBD 0,05 mm apresentaram maior
desempenho na reducdo da adesdo microbiana, quando impregnados com a
surfactina 0,1% e ramnolipideo 0,45% .

Utilizando os valores de adesdo de micro-organismos patogénicos (UFC. cm™
) das Tabelas 5 e 6 utilizando os valores de controle como 100% foram calculadas

as médias na reducgdo da adesdo bacteriana apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7- Porcentagem média da redug¢é@o em valor absoluto da adesé&o bacteriana
em filmes flexiveis

Micro- Polimero Surfactina Média Ramnolipideo Média
organismos 0,1% Surfactina 0,45 % Ramnolipideo
PEAD 88% 50%
PP 42% 53%
B. cereus PEBD 59% 67%
(0,05 mm) 58% 83%
PEBD
(0,1 mm) 50% 85%
PEAD 47% 43%
PP 44% 37%
S. aureus PEBD 48% 34%
(0,05 mm) 80% 29%
PEBD
(0,1 mm) 23% 27%
PEAD 100% 81%
PP 78% 100%
Salmonella sp. PEBD 87% 91%
(0,05 mm) 100% 100%
PEBD
(0,1 mm) 71% 86%
PEAD 74% 21%
PP 10% 90%
P. aeruginosa PEBD 35% 43%
(0,05 mm) 23% 50%
PEBD
(0,1 mm) 36% 14%

Considerando a acédo dos biosurfactantes e seus efeitos sobre os micro-
organismos, foi observado que a adesdo média de Bacillus cereus nos filmes
flexiveis teve uma reducédo de 59% quando tratada com surfactina 0,1% e de 67%
guando utilizado o ramnolipideos 0,45%. Para Staphylococcus aureus a reducéo
média foi de 48% em filmes com surfactina 0,1% e de 34% em filmes com
ramnolipideos 0,45%. Para Salmonella sp. o uso de surfactina 0,1% em filmes
mostrou uma reducdo meédia de 87% e de 91% quando utilizado ramnolipideos
0,45%. Para Pseudomonas aeruginosa a reducéo foi de 35% quando utilizado filmes

com surfactina 0,1% e de 43% no emprego do ramnolipideos 0,45%.
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4.4 ANALISE DA ADERENCIA EM MICROPLACAS DE POLIESTIRENO

Durante o tempo de aderéncia dos micro-organismos patogénicos em placas
de PS foi observado, de modo geral, que a adesdo de Salmonella sp., E. coli, P.
aeruginos e S. aureus foi menor quando revestidas com surfactina 0,1%, do que
com ramnolipideo 0,45%. Somente para B. cereus a quantidade de células aderidas
foram muito proximas, quando submetidas a ambos os biosurfactantes analisados
(Figura 8).

A baixa adesdo celular dos micro-organismos investigados teve uma
eficiéncia maior em 2 horas (0,5 nm) para ambos os biossurfactantes, para o B
cereus e P. aeruginosa. E coli mostrou baixa adesdo celular em 2h (0,07nm) e
Salmonella sp. (0,44nm) em 5h, quando aplicada a surfactina 0,1%. S. aureus
apresentou reduzida adesao celular em 25h (0,38nm) quando utilizado o
ramnolipideo 0,45%.

Segundo Zeraik et al. (2010) o PS é considerado hidrofébico e os
ramnolipideos em contato com uma superficie hidrofébica podem se organizar em
micela, dependendo da sua concentracdo e do pH do meio. Este aspecto reduz o
angulo de contato da superficie com a agua, tornando a superficie hidrofilica, o que
conduz na reducéo da adesao dos micro-organismos (hidrofilicos).

No entanto, ndo houve eficiéncia na reducédo da adesédo em PS comparada ao
controle, para ambos os biossurfactantes (Figura 8). Desta forma, a concentracao do
biossurfactantes testados ndo se mostram adequados para o tratamento como
antiadesivo destes patdégenos para este tipo de plastico, o PS.

Segundo Rodrigues et al. (2006) a ineficiéncia destes biossurfactantes pode
estar relacionado com a perda de moléculas adsorvidas na superficie apds lavagem,
uma vez que adsorcao da superficie ocorre por interacdes fracas como forcas de
Van der Waals e, ndo com a ineficiéncia do préprio biossurfactante sobre os

patogenos.
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Figura 8 - Cinética de ades&o de micro-organismos patogénicos em placas de poliestireno revestidas com surfactina 0,1% e
ramnolipideo 0,45%.

Nota: Micro-organismos patogénicos analisados: (a) Salmonella sp., (b) E. coli
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Figura 10 - Cinética de adesao de micro-organismos patogénicos em placas de poliestireno revestidas com surfactina 0,1% e
ramnolipideo 0,45%.

Nota: Micro-organismos patogénicos analisados: (e) B. cereus.
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Em trabalho desenvolvido por Gomes (2011), a surfactina se mostrou mais
eficiente no controle da adesédo de Salmonella sp., assim como apresentado neste
trabalho (Figura 8 a), do que com o ramnolipideo. Porém, a surfactina ndo teve
efeito sobre o Staphylococus aureus, como agente inibidor de adesao. No entanto, a
autora destaca que o ramnolipideo promoveu inibicdo da adesao de Staphylococcus
aureus, o que também néo foi observado neste trabalho (Figura 8 d).

Rodrigues et al. (2006) apontaram que superficies de PS condicionadas com
ramnolipideos obtiveram inibicbes de 33,8% na adesdo de Staphylococcus aureus,
porém quando tratadas com surfactina 0,1% a porcentagem de inibicdo da adeséo
subiu para 61,2%, corroborando com os resultados apresentados neste trabalho
(Figura 8 d).

Araujo et al. (2011) apontaram que a surfactina foi mais eficiente que o
ramnolipideo bruto, quando condicionadas em superficies de PS contra a adesao de
E. coli e P. aeruginosa. Porém, destacam que a eficiéncia do ramnolipideo cresce de
acordo com a sua pureza, e quando purificado se mostrou mais eficiente que a
surfactina, na redugéo da adesédo de E. coli em superficies de PS. Neste trabalho, a
surfactina 0,1% foi mais eficiente sobre a E. coli, do que o ramnolipideo 0,45%, no
entanto, ambos os biosurfactantes foram pouco efetivos sobre a adesdo da P.

aeruginosa em placas de PS.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostra a adesdo dos micro-
organismos nos filmes flexiveis com e sem tratamento com biossurfactante (Figuras
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23).

Assim como nos resultados dos outros testes de adesédo, a MEV apresenta
imagens que comprovam que a adesdo em filmes flexiveis tratados com

biossurfactantes foi menor, do que a adesao em filmes sem tratamento.
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Figura 11 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de filmes de polipropileno, tratados com e sem biossurfactantes, impregnados

com Salmonella sp.

PPSR9c PPS9d

Nota: PPSR9c - PP + Salmonella sp. + Ramnolipideo 0,45%; PPS9d - PP + Salmonella sp.
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Figura 12 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polipropileno, tratados com e sem biossurfactantes, impregnados
com E. coli.

Nota: PPER10c - PP + E.coli + Ramnolipideo 0,45%; PPE10d - PP + E.coli
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Figura 13 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de filmes de polipropileno, tratados com e sem biossurfactantes, impregnados
com P.aeruginosa.

PPPR11c PPP11d

Nota: PPPR11c - PP + P.aeruginosa + Ramnolipideo 0,45%; PPP11d - PP + P.aeruginosa
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PPStR12c PPSt12d

Figura 14 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polipropileno, tratados com e sem biossurfactantes, impregnados
com S. aureus

Nota: PPStR12c - PP + S.aureus + Ramnolipideo 0,45%; PPSt12d - PP + S.aureus
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Figura 15 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de filmes de polipropileno, tratados com e sem biossurfactantes, impregnados
com Bacillus cereus

Nota: PPBR13c - PP + Bacillus cereus + Ramnolipideo 0,45%; PPB13d - PP + Bacillus cereus
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Nota: PEAD14a - PEAD controle; PEADSS14b - PEAD + Salmonella sp. + Surfactina 0,1%;
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PEADSR14c PEADS14d

Figura 16 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de alta densidade, tratados com e sem biossurfactantes,
impregnados com Salmonella sp.

Nota: PEADSR14c - PEAD + Salmonella sp. + Ramnolipideo 0,45%; PEADS14d - PEAD + Salmonella sp.



MAD23T EAD3V

| ‘

my O

saeqz2onsn ni sonsmmohisd

mm 00.2F :aw Vi 0.0F :VH Mm32 UAD23T £AD3V | ‘ | mm 00.2F :aW
32 :19a my 8ET :blsit weiV my 0S 32 :1sa

erao\rr :(y\b\m)ats xi 00.S :DAM M32 sasqaonsn ni sansnmohsg SES\IT :(v\b\m)o1sQ ‘

PEAD15a PEADES15a

Nota: PEAD15a - PEAD controle; PEADEBS15b - PEAD + E.coli + Surfactina 0,1%;

VA 0.0 :VH M32
my 8ET :blsit waiV
x) 00.8 :DAM M32

62



63

-

)

\

WMAD23T EAD3V | \ | mim 00.2F :awW VA 0.0F :VH M32
my 0S 32 190 my 8ET :bleit weiV

WADZ23T EADIV | mem 00.21 :awW VA 0.0 :VH M32
my 0S 32 19 my 8T :bleit waeiV
sasqaonsn ni sansmohisg SPES\IT :(y\b\m)otsd xi 00.S :DAM M32

sasqaonsn ni sansmohs9g SHES\IT (y\b\m)s1sO xid 00.S :DAM M32

PAEDER15c PEADE15d

Figura 17 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de filmes de polietileno de alta densidade, tratados com e sem biossurfactantes,
impregnados com E.coli

Nota: PEADER15c - PEAD + E.coli + Ramnolipideo 0,45%; PEADE15d - PEAD + E.coli.
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Nota: PEAD16a - PEAD controle; PEADPS16b - PEAD + P.aeruginosa + Surfactina 0,1%
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PEADPR16c PEADP16d

Figura 18 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de alta densidade, tratados com e sem biossurfactantes,
impregnados com P. aeruginosa

Nota: PEADPR16c - PEAD + P.aeruginosa + Ramnolipideo 0,45%; PEADP16d - PEAD + P.aeruginosa
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Nota: PEAD17a - PEAD controle; PEADStS17b - PEAD + S. aeureus + Surfactina 0,1%

Performance in nanospace
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SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm | VEGAS3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm ; VEGA3 TESCAN
View field: 138 ym Det: SE 20 ym View field: 138 um Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx Date(m/d/y): 11/23/15 Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx Date(m/d/y): 11/23/15 Performance in nanospace

PEADStR17c PEADStR17d

Figura 19 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de filmes de polietileno de alta densidade, tratados com e sem biossurfactantes,
impregnados com S. aureus

Nota: PEADStR17c - PEAD + S.aureus + Ramnolipideo 0,45%; PEADSt17d - PEAD + S.aureus
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Nota: PEAD18a - PEAD controle; PEADBS18b - PEAD + B. cereus + Surfactina 0,1%
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SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm | | | VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm | I VEGA3 TESCAN
View field: 138 ym Det: SE 20 pm View field: 138 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx  Date(m/d/y): 11/23/15 Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx = Date(m/d/y): 11/03/15 Performance in nanospace

PEADBR18c PEADB18d

Figura 20 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de alta densidade, tratados com e sem biossurfactantes,
impregnados com B.cereus

Nota: PEADBR18c - PEAD + B. cereus + Ramnolipideo 0,45%; PEADB18d - PEAD + B. cereus
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Nota: PEBD19a - PEBD controle; PEBDSS19b - PEBD + Salmonella sp. + Surfactina 0,1%.
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PEBDSR19c PEBDS19d

Figura 21 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de baixa densidade (0,05mm),. tratados com e sem
biossurfactantes, impregnados com Salmonella sp

Nota: PEBDSR19c - PEBD + Salmonella sp. + Ramnolipideo 0,45%; PEBDS19d - PEBD + Salmonella sp.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm I ; | VEGA3 TESCAN SEMHV:10.0kv  WD: 1500mm I VEGA3 TESCAN
View field: 138 ym Det: SE 20 uym View fleld: 138 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly): 11/06/15 Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx Date(m/d/y): 11/23/15 Performance in nanospace

PEBD20a PEBDES20b

Nota: PEABD20a - PEBD controle; PEBDEBS20b - PEBD + E.coli + Surfactina 0,1%
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PEBDER20c PEBDE20d

Figura 22 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de baixa densidade (0,05mm), tratados com e sem
biossurfactantes, impregnados com E. coli

Nota: %; PEBDER20c - PEBD + E.coli + Ramnolipideo 0,45%; PEBDE20d - PEBD + E.coli.
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Nota: PEBD21a - PEBD controle; PEBDPS21b - PEBD + P.aeruginosa + Surfactina 0,1%
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Figura 23 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de baixa densidade (0,05mm), tratados com e sem
biossurfactantes, impregnados com P. aeruginosa

PEBDPR21c PEBDP21c

Nota: PEBDPR21c - PEBD + P.aeruginosa + Ramnolipideo 0,45%; PEBDP21d - PEBD + P.aeruginosa
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PEBD22a PEBDStS22b

Nota: PEBD22a - PEBD controle; PEBDStS22b - PEBD + S. aeureus + Surfactina 0,1%
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View field: 138 ym Det: SE 20 pm View field: 277 uym Det: SE 50 uym
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PEBDStR22c PEBDSt22d

Figura 24 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de polietileno de baixa densidade (0,05mm), tratados com e sem
biossurfactantes, impregnados com S. aureus

Nota: PEBDStR22c - PEBD + S.aureus + Ramnolipideo 0,45%; PEBDSt22d - PEBD + S.aureus
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Nota: PEBD23a - PEBD controle; PEBDBS23b - PEBD + B. cereus + Surfactina 0,1%
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PEBDBR23c PEBDB23d

Figura 25 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de filmes de polietileno de baixa densidade (0,05mm), tratados com e sem
biossurfactantes, impregnados com B. cereus

Nota: PEBDBR23c - PEBD + B. cereus + Ramnolipideo 0,45%; PEBDB23d - PEBD + B. cereus
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5. CONCLUSAO

A surfactina 0,1% e o ramnolipideos 0,45% mostraram efeito antimicrobiano
sobre a Salmonella sp. inoculada nos filmes flexiveis de PP, PEBD 0,05mm e 0,1mm
e, PEAB.

A surfactina 0,1% reduziu o desenvolvimento bacteriano de E coli impregnado
em PP, PEAD e PEBD 0,05mm, P aeruginosa em PEAD e, Bacillus cereus em
PEAD e PEBD 0,05mm. O ramnolipideos 0,45% inibiu o crescimento bacteriano de
E coli impregnado em PEAD, P aeruginosa em PP e Bacillus cereus em PEBD
0,05mm.

N&o houve eficiéncia significativa na reducdo da adesédo em PS comparada
ao controle, para ambos os biossurfactantes, demonstrando que as concentracdes
do biossurfactantes testados ndo se mostram adequados para o tratamento como
antiadesivo destes patdgenos.

A microscopia eletrbnica de varredura comprovou que a adesao microbiana
em filmes flexiveis tratados com biossurfactantes foi menor, do que a adesdo em
filmes sem tratamento.

Portanto, houve efeito dos biossurfactantes testados sobre a ades&o de
bactérias patogénicas na superficie dos filmes flexiveis testados, com excecao sobre

0 S aureus.
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