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BIOSURFACTANTS: ANTICORROSIVE, ANTIBIOFILM AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES. Due to the importance
of biofilms in the food industry, new products are being developed to enhance the efficiency of cleaning food-contact surfaces.

Biosurfactants could be an alternative to synthetic products. The major advantages of biosurfactants over synthetic detergents are
their low toxicity and highly biodegradable nature. Biosurfactants may also exhibit antimicrobial, anti-adhesive and anticorrosive
activity concomitantly. In this review, we emphasize the potential application of biosurfactants as surface coating agents to prevent

corrosion and decrease planktonic and sessile microbial growth.
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INTRODUCAO

Qualquer processo industrial que utilize matéria prima de origem
bioldgica pode fornecer os ingredientes e as condi¢des para o cresci-
mento de micro-organismos, tanto sob a forma planctonica na dgua
circulante quanto como biofilmes sobre superficies.! Geralmente, a
sanitizacdo de superficies € o método utilizado para prevenir conta-
minag¢do, no entanto, existem algumas evidéncias de que as praticas
de sanitizagdo atualmente aplicadas s3o menos efetivas sobre micro-
-organismos aderidos do que sobre células planctonicas.? Devido a
importancia dos biofilmes em industrias alimenticias, novos produtos
sdo constantemente desenvolvidos para melhorar a eficiéncia de lim-
peza das superficies que entram em contato com o alimento durante o
processamento. Os biossurfactantes sdo compostos com propriedades
tensoativas, produzidos por micro-organismos. Seu uso foi sugerido
como uma alternativa a produtos de origem sintética. As principais
vantagens em relac@o aos detergentes sintéticos residem em sua baixa
toxicidade e natureza altamente biodegraddvel. Desta forma, sdo
menos poluentes que os sintéticos. Estes mesmos produtos também
podem apresentar atividade antimicrobiana e antiadesiva simulta-
neamente.’ Nesta revisdo enfatizamos a importincia do controle de
biofilmes, o potencial de uso de biossurfactantes e a aplicagdo dos
mesmos como agentes antimicrobianos, antibiofilmes e anticorrosivos
em inddstrias alimenticias.

Biofilmes

Inicialmente, imaginava-se que os micro-organismos viviam de
maneira planctdnica, ou seja, livres, em suspensdo.* Mas atualmente
sabe-se que, em sua grande maioria, as bactérias sdo encontradas
em comunidades de diferentes graus de complexidade e a existéncia
do tipo de vida planctonica independente parece ser eventual.*> As
comunidades bacterianas que se desenvolvem entre fases, como in-
terfaces s6lido-liquido ou ar-liquido, sdo chamadas de biofilmes.* Em
industrias de alimentos, a ocorréncia de falhas nos procedimentos de
higienizacdo faz com que residuos de alimentos fiquem aderidos aos
equipamentos e superficies.?” Entdo, sob determinadas condi¢des, os
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micro-organismos aderem, interagem com as superficies e iniciam a
multiplica¢@o celular até formar uma massa celular que € capaz de
agregar nutrientes, residuos e outros micro-organismos.>® O termo
biofilme ndo inclui somente os micro-organismos, mas também
engloba o material extracelular produzido na superficie e qualquer
material que esteja dentro da matriz resultante.®!" O termo biofilme
se refere a intera¢@o dindmica entre as populagdes bacterianas com-
postas por uma ou mais espécies, caracterizadas por heterogeneida-
des temporais (desenvolvimento), espaciais (organizagdo espacial),
funcionais (variagio na atividade metabdlica), estrutura hierarquica e
estagios evoluciondrios bem definidos. Em geral, a diferenca entre a
simples adesdo do micro-organismo as superficies e o biofilme pode
ser definida através dos seguintes critérios: o papel da superficie no
crescimento da populagdo bacteriana e a existéncia de comunicacgio
célula-a-célula (quorum sensing) dentro da populagio.'? Enquanto
o termo biofilme se refere a um microambiente complexo em uma
superficie, existem varios outros termos que se referem a adesdo das
bactérias as superficies. Quando células planctonicas se associam a
uma superficie, o termo usual € aderéncia. O termo adsor¢@o também
é usado para descrever o evento inicial da célula bacteriana associar-se
a uma superficie. A aderéncia € baseada em forcas fisico-quimicas
atrativas entre o micro-organismo e a superficie. Quando o micro-
-organismo se torna firmemente aderido, geralmente com a ajuda de
material extracelular, o termo fixa¢do pode ser aplicado.'”

Adesdo e formagdo do biofilme

Quando um fluido contendo micro-organismos e/ou outras subs-
tancias entra em contato com uma superficie, o primeiro evento que
ocorre € a adsorcdo que geralmente ¢ chamado de condicionamento.
O pré-tratamento ou condicionamento de superficies, frequentemente
relacionado a composi¢@o do fluido, pode ter efeito inibitério ou es-
timulante da adesdo microbiana.'® Os biofilmes podem ser formados
por populacdes desenvolvidas a partir de uma unica, ou de multiplas
espécies, podendo ser encontrados em uma variedade de superficies
bidticas e/ou abidticas.”® A adesdo bacteriana pode gerar o processo
de multiplicagdo microbiana e formagdo de biofilme'*!'* e pode ser
afetado por uma série de fatores como a espécie do micro-organismo,
as condi¢des de crescimento e a producdo de substancias extracelula-
res poliméricas (EPS).*!* Os micro-organismos que sdo responsaveis
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pelo inicio da adesdo na superficie sdo denominados colonizadores
primdrios. A presenca desses colonizadores primdrios pode permitir
que outros também participem do processo de aderéncia.'’ A adesido
da célula bacteriana a uma superficie condicionada € considerada
um evento aleatério. As células aderem, multiplicam e acumulam
produzindo uma pelicula de jungdo, na qual pode ocorrer o actimulo
das células. A pelicula de jungiio também providencia um meio de
estabilizar comunidades que estdo continuamente sujeitas as forgas
de cisalhamento.® As espécies que possuem apéndices celulares como
fimbrias, cilios e flagelos, podem fazer a aproximacdo das células
ao substrato mais rapidamente e facilitar a aderéncia da bactéria.'>

Além disso, a hidrofobicidade e a carga da superficie dos micro-

-organismos podem afetar suas capacidades de aderir as superficies.'

Virios estudos sugerem que a carga e a hidrofobicidade da superficie

celular microbiana possuem um papel importante nos estdgios iniciais

da adesio, por isso foram desenvolvidos métodos que objetivam a

determinacdo das propriedades fisico-quimicas das superficies das

células microbianas e das superficies as quais as células aderem. Estes
métodos incluem motilidade eletroforética (ME)," aderéncia bacteriana
ao hidrocarboneto (BATH), aderéncia microbiana a solventes (MATS)'®

e aderéncia ao poliestireno.'> A hidrofobicidade e a carga superficial

das bactérias podem diferir entre espécies, sorotipos ou linhagens, e

podem sofrer alteracdes de acordo com variagdes nas condicdes de

desenvolvimento, estado fisiologico das células, e composi¢do do
meio de suspensdo.’”® A classificagéio da hidrofobicidade das células
pode ser dividida em: células fortemente hidrofébicas, quando mais de

55% das células passam para a fase do hexadecano; moderadamente

hidrofébicas, quando 30-40% das células passam para a fase do hexa-

decano; moderadamente hidrofilicas, quando 10-29% passam para a

fase do hexadecano ou fortemente hidrofilicas, quando menos de 10%

das células passam para a fase do hexadecano.” A metodologia do

MATS foi desenvolvida para facilitar a caracterizagio das superficies

das células microbianas. E uma anlise simples, rdpida e quantitativa

que foi inspirada no método BATH.!® Existem vdrias teorias sobre a

formagdo dos biofilmes, o processo mais estudado ¢ observado em

termos de distincia da bactéria em relagdo a superficie. Em distancias
maiores que 50 nm, somente forcas de longo alcance atuam e a ligagdo
éreversivel. Conforme a distancia de separacéo se aproxima de 20 nm,
tanto forcas de longo alcance (forga de van der Waals e eletrostatica)
quanto interacdes de curto alcance (ligacdo quimica e interagdes hi-

drofébicas) estdo operando. Esta fase pode ser reversivel, mas com o

tempo se torna irreversivel. Em distancias menores que 15 nm forgas

adicionais entram em agdo como a produgdo de polimeros adesivos
que levam a fixagdo irreversivel. A fase final depende da habilidade do
micro-organismo metabolizar e produzir exopolissacarideos (EPS).”!°

Poderfamos subdividir a formagao de biofilme em 5 etapas:

1 - Fase de Aproximagdo: Aproximac¢ido do micro-organismo a
superficie e ligagdo reversivel (Lifshitz-van der Waals e eletros-
tatica), micro-organismos a 50 nm de distancia da superficie,
neste ponto a aproximagado também ¢ mediada por propriedades
ndo especificas da superficie da célula.

2 - Fase de adesdo: Transicao da ligacdo reversivel para irreversivel,
de forma que, devido a repulsdo eletrostatica (20nm da super-
ficie), comecam a ocorrer interagdes secunddrias e o rearranjo
das bactérias sobre a superficie remove a dgua, auxiliando na
ocorréncia de interagdes especificas de curta distancia.

3 - Fase aderida: Ligacdo irreversivel. Micro-organismos a distancias
menores que 15 nm da superficie (ligagdo quimica e interacdes
hidrofébicas);

4 - Fase de Maturacio do biofilme: Produgdo de polimeros adesivos
e multiplicagdo celular;

5 - Fase de Biofilme maduro: Inicio da dispersdo de células do bio-
filme para colonizag@o de outros nichos;
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Existem outros principios gerais que foram referidos como apli-
cdveis a adesdo bacteriana como o da energia livre.!” A adesdo ocorre
se resultar em um decréscimo da energia livre do sistema. Com base
no balango da energia livre interfacial € possivel calcular se ocorre
esse decréscimo de energia livre no sistema e predizer (negligencian-
do interagdes de cargas elétricas, uma vez que sistemas bioldgicos
geralmente tem grande forca idnica e essas interagdes geralmente
sdo negligencidveis) se a adesdo serd mais favordvel ou menos favo-
ravel de acordo com cada superficie e micro-organismo.'”!* Porém,
alguns estudos observaram que nem sempre esse critério € vélido."
Interacdes hidrofébicas foram sugeridas como responsaveis por uma
ampla gama de fendmenos de aderéncia. Existem evidéncias para
sugerir que a hidrofobicidade pode estar relacionada a estruturas pro-
teicas na superficie da célula. Entretanto, ndo estd claro na literatura
que a hidrofobicidade € uma forte precursora da aderéncia a vdrias
superficies sélidas. Por outro lado, pode ser um dos fatores envol-
vidos na aderéncia inicial dos micro-organismos as superficies.!%
Quanto maior a hidrofobicidade das superficies envolvidas na for-
macdo do biofilme, maior serd a formagdo deste.”! A hidrofobicidade
bacteriana pode variar muito entre diferentes linhagens de mesmos
micro-organismos.?> A hidrofobicidade da parede celular pode estar
relacionada a adesdo, tanto em superficies hidrofébicas quanto em
superficies hidrofilicas.”®> Em superficies hidrofébicas, as interagdes
hidrofdbicas sdo consideradas as principais forcas e, em superficies
hidrofilicas, as interacdes eletrostaticas sdo as principais. Repulsdes
hidrofilicas e atragdes hidrofébicas sdo devidas principalmente as
interacdes acidobdsicas de Lewis e as interagdes de Lifshitz-van der
Waals geralmente interferem menos.'® Bactérias com altos valores
de DG,; (mais hidrofébicas) sdo fortemente doadoras de elétrons e
bactérias que possuem baixos valores de DG,,; (menos hidrofébicas/
hidrofilicas) sdo fracamente doadoras de elétrons.?* Geralmente,
superficies hidrofdbicas apresentam baixos valores de ambos compo-
nentes aceptores de elétrons e doadores de elétrons. Portanto, estes
parametros também poderiam ser utilizados na avaliacdo da adesdo
microbiana as superficies. A temperatura e a fase de crescimento
podem influenciar sobre a composicdo da parede celular, tornando-a
menos ou mais hidrofébica, doadora ou aceptora de elétrons.’ Todas
as caracteristicas fisico-quimicas sdo estritamente relacionadas com
a ades@o microbiana e a formagao de biofilmes, e a alteracéio de cada
parametro pode influenciar positiva ou negativamente sobre a adesdo
microbiana.? O desenvolvimento microbiano na superficie estd asso-
ciado com agitacdes massivas, reguladas pela cinética de crescimento
celular e a quantidade de nutrientes disponiveis. As células bacterianas
enviam sinais para outras. E necessdrio que se estabeleca um com-
portamento multicelular, que € refletido por atividades coordenadas
de interacdo e comunicacdo dos varios micro-organismos. Dentre os
mecanismos de comunicacao inter-bacteriana, importantes na forma-
¢do, organizacdo da arquitetura e desenvolvimento dos biofilmes, se
destaca o quorum sensing.*1

As bases do quorum sensing

O quorum sensing € um termo usado para descrever o processo
de comunicagdo intra e interespécies microbianas, que permite que
estas tenham a capacidade de se comportar como organismos com-
plexos, que se comunicam e agem coordenadamente, respondendo a
diferentes estimulos de modo unificado, sendo tal processo mediado
pela densidade populacional. Este mecanismo € realizado por meio
de moléculas denominadas auto-indutores (Al). Os dois mecanismos
mais bem descritos sdo os sistemas da Acil-homoserina lactona
(HSL) de muitos micro-organismos Gram-negativos; e os sistemas
sinalizadores baseados em peptideos de muitos micro-organismos
Gram-positivos. Ainda existe um amplo sistema chamado de AI-2 que
¢é encontrado em vdrias espécies Gram-positivas e Gram-negativas,
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sendo descrito como responsavel pela comunicacao inter-espécies.*?’
Existe grande evidéncia de que as bactérias possuem sistemas que
monitoram e respondem aos sinais de quorum sensing de outras
espécies. Em alguns casos, estes sistemas podem ser muito especifi-
cos, e em outros pode haver métodos para a percep¢do dos sinais ou
roteiros produzidos por praticamente qualquer membro da microbiota
local.?”?® Durante o crescimento microbiano, todas as células pro-
duzem e liberam uma certa quantidade de Al. Quando a populacio
atinge a fase exponencial (alta densidade populacional) e o inicio da
fase estaciondria de crescimento, a quantidade de Al chega a uma
concentracao limite, suficiente para disparar o processo de alteracao
da expressdo génica.* Em uma cultura planctonica, é presumivel que
todas as bactérias estejam fisiologicamente semelhantes, produzindo
moléculas sinalizadoras na mesma propor¢ao. No contexto de um
biofilme, heterogeneidades na populagdo que acontecem por mutagao
podem dar espago a nichos de seus clones dentro do biofilme.”” As
c€lulas planctdnicas usam os sinais quimicos para regular uma va-
riedade de processos dependentes da densidade populacional.?® Mas
em vdrias espécies bacterianas como a Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Streptococcus mutans e outras, 0S mesmos
sinais sdo conhecidos como roteiros para o desenvolvimento dos
biofilmes.” Isto foi primeiramente demonstrado com a bactéria P,
aeruginosa, na qual os sinais de quorum sensing controlam a ex-
pressdo de centenas de genes. Logo, a formacdo do biofilme ¢ uma
atividade social controlada tanto por fatores genéticos, quanto por
fatores ambientais.”® Existem evidéncias que suportam a ideia de
que, para algumas espécies bacterianas, o quorum sensing controla
a dispersdo do biofilme.”’

Estrutura do biofilme

Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipi-
dios, carboidratos, sais minerais, vitaminas, entre outros, formando
camadas onde os micro-organismos de uma ou mais espécies se
desenvolvem.” Eles sdo representados pela interagdo e organizagdo
de estruturas tridimensionais de organismos envolvidos por EPS, com
redes de canais de dgua, e miltiplas camadas de células.* Logo, as
estruturas fisicas e bioldgicas dos biofilmes estdo sujeitas as miltiplas
influéncias intrinsecas (composicio quimica, microbiota natural) e
extrinsecas (ambientais) que vao afetar o crescimento microbiano e
consequentemente a composi¢ao da comunidade microbiana.' Vérias
propriedades fisicas dos biofilmes podem ser atribuidas a matriz de
EPS.% A matriz EPS pode ser de natureza polissacaridica ou proteica
e fica exposta nas células Gram-negativas exteriormente 2 membrana
externa das células, e nas células Gram-positivas exteriormente ao
peptideoglicano.” A matriz EPS possibilita as ligagdes célula-a-célula,
assim como faz as ligagdes de células individuais as superficies,’
além de serem hidratados e servirem como reserva de nutrientes.*
Sob fluxo turbulento, os biofilmes formados por comunidades
complexas espalham-se pelas superficies, o que é compativel com o
comportamento do EPS como um fluido viscoeldstico. Essas carac-
teristicas fazem com que o biofilme seja considerado uma entidade
dindmica.® O cardter hidrofilico € predominantemente correlacionado
as altas concentracdes de polissacarideos e as baixas concentragdes
de compostos hidrocarbonados na superficie celular.*® Como di-
versos fatores podem interferir no processo de adesdo microbiana
a superficie, como apéndices celulares,'*!> hidrofobicidade e carga
da superficie dos micro-organismos'® em relagéo a hidrofobicidade
e carga da superficie & qual vao aderir® e a capacidade ou ndo de
produzir exopolissacarideos," as linhagens com maior capacidade
de produzir exopolissacarideos (EPS), provavelmente sdo as menos
hidrofébicas e possuem maior capacidade de formar biofilmes. Foi
verificado que quanto maiores os niveis de carboidratos extracelulares
produzidos por diferentes linhagens de L. monocytogenes, maior a
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capacidade delas de formar biofilmes, destacando a importancia desta
caracteristica para a habilidade de uma dada linhagem em formar
biofilmes." Outro trabalho também correlacionou a maior producio
de exopolissacarideos com as linhagens de L. monocytogenes capazes
de ter maior adesio a superficies.*

Dispersdo do biofilme

Virios fatores afetam a dispersdo das células dos biofilmes
como temperatura, tempo, for¢as mecénicas e for¢as quimicas.' Em
determinados momentos, os biofilmes liberam micro-organismos que
podem colonizar outros ambientes. Existem diferentes processos de
dispersdo, como a dispersdo expansiva, na qual conforme as células
de uma micro-coldnia se multiplicam, usam o carbono proveniente
da pelicula de EPS como fonte de nutriente. Assim, o material polis-
sacaridico se desintegra, facilitando a saida de células que precisam
de nutrientes da superficie. Ou quando as células morrem e perdem
massa, assim a cdpsula de EPS se fragiliza e se fragmenta liberando
células da estrutura para o ambiente. Outro processo € o de disper-
sdo por fragmentacio do biofilme, em que por¢des da matriz EPS
junto com micro-organismos sdo liberadas, sendo um dos principais
motivos a acdo estressante das forcas de cisalhamento. E ainda existe
a dispersdo superficial, que ocorre devido ao crescimento do préprio
biofilme como um todo.*!

Principais micro-organismos encontrados em biofilmes na
indistria de alimentos

Nas industrias de processamento de alimentos, alguns micro-
-organismos causam danos aos produtos, interferindo na qualidade
de estocagem e provocando a deterioracio do alimento, o que coloca
em risco a seguranga alimentar devido a transmissdo de doengas a
partir deste alimento, principalmente se essa contaminagio ocorrer
apds uma etapa de pasteurizagio/esterilizacdo do produto.'® Sdo varios
0s micro-organismos encontrados nos processos de adesao na drea de
alimentos, dentre eles os principais sdo: P. aeruginosa, Pseudomonas
fragi, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp, Enterococcus fa-
ecium, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella
thyphimurium, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus
e Bacillus cereus.'"*1° A L. monocytogenes é uma bactéria muito
comum em industrias de alimentos, devido a sua facilidade de formar
biofilmes sobre diversas superficies como, por exemplo: a¢o inox,
PET, PTFE, PVC, PE, vidro; e devido também a sua capacidade de
se desenvolver sob diversas condi¢des como em baixas temperaturas,
em pH 4cido e em meio extremamente salino.!*3* Além disto, produz
EPS e com isso se desenvolve nas superficies onde o alimento entra
em contato, neutralizando agentes antimicrobianos e aumentando a
resisténcia a desinfec¢do.® Sua importancia se deve principalmente ao
seu potencial patogénico. Dentre os alimentos envolvidos na ocorrén-
cia de listeriose destacam-se os produtos lacteos como o leite cru ou
pasteurizado, os sorvetes e queijos; os produtos carneos crus ou termo-
processados de diversas origens como: bovina, ovina, caprina, suina
e de aves; os peixes crus ou defumados; e os embutidos preparados a
partir de carne crua fermentada, além dos produtos de origem vegetal,
marinha e as refei¢oes pré-preparadas.’** A P. fluorescens também
possui uma grande capacidade de formacéo de biofilme. Além disto,
pertence a um dos géneros mais frequentemente encontrados em
circuitos de dgua de sistemas industriais.!® Os sistemas de tratamento
de dgua e de filtrag@o de sucos que utilizam membranas geralmente
encontram problemas como a bioincrustacdo (“biofouling ), levando
a perdas na performance geral destes processos. A bioincrustacao €
caracterizada pela adsorcdo de particulas e micro-organismos a super-
ficie, iniciando o desenvolvimento de biofilmes. Neste caso, mesmo
micro-organismos nao-patogénicos como a P. fluorescens trazem
grandes prejuizos, pois vao sobrecarregar o sistema, aumentando
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a pressdo de trabalho, podendo levar a entupimento, rompimento
das membranas e gastos desnecessdrios com energia e paralizagio
dos trabalhos.*®* A P. fluorescens é capaz de formar biofilmes com
facilidade sobre uma ampla gama de superficies, incluindo o polies-
tireno, a poliamida e o ago inox.!*4

Resisténcia dos biofilmes

Nos biofilmes, os micro-organismos sdo mais resistentes do que
as células de vida livre a acdo de agentes quimicos e fisicos, como os
que sdo usados nos procedimentos de higieniza¢do.? Esta resisténcia
das células do biofilme as influéncias externas como antibidticos,
defesas do hospedeiro, antissépticos e for¢as de cisalhamento, ¢ uma
preocupacgio constante nas industrias e na medicina.® Existem trés
mecanismos usualmente aceitos que justificam a resisténcia maior dos
micro-organismos presentes nos biofilmes, sio eles: a capacidade do
EPS impedir o contato do agente com os micro-organismos, funcio-
nando como um filtro; os micro-organismos apresentarem um estado
metabdlico diferenciado (metabolismo mais lento) e a capacidade de
modificar e/ou neutralizar o agente (principalmente em biofilmes com
mais de uma espécie). Logo, o EPS nio providencia necessariamente
uma barreira de difusio contra compostos inibitdrios (antimicrobia-
nos), mas as bactérias do biofilme podem ser inerentemente mais
resistentes. Em biofilmes com vdrias espécies, as espécies podem se
beneficiar entre si por meio da troca de substrato e/ou remog¢ao mutua
de metabdlitos. Este nivel de estrutura organizacional e especializagido
metabdlica justifica a marcante eficiéncia metabdlica dos biofilmes e
sua resisténcia inerente a agentes antimicrobianos. A matriz também
pode proteger os micro-organismos dos efeitos do vapor.'¢

Métodos de avaliagdo e quantificagdo da adesdo a superficies

Os métodos de avaliagdo de biofilmes podem ser visuais ou di-
retos, como a remogao das células (raspagem, ultrassom, vortex ou
agitacdo com pérolas de vidro) seguida de contagem por métodos
tradicionais (contagem padrdo em placa); a microscopia de contraste
de fase, que € usada para acompanhar em tempo real o desenvolvi-
mento do biofilme em uma superficie transparente; a microscopia
de epifluorescéncia, que € excelente para a quantificagdo das células
aderidas as superficies; a microscopia eletronica de varredura (MEV)
e ade transmissdo (MET) que sdo as mais indicadas para a avaliacio
da interag@o microbiana na matriz do biofilme.'”1** Os métodos de
remogao das células das superficies, seguidos por contagem de c€lulas
viaveis, podem ser inconsistentes devido a dificuldade da completa
remogdo das células fixadas. Em pesquisas nas quais biofilmes estdo
sendo estudados, pode ser facil remover uma alta porcentagem das
células aderidas da superficie pela raspagem ou agitagdo forte com
pérolas de vidro.>!** Muitos estudos vém realizando com sucesso a
quantificacdo indireta de biofilmes corando-os com cristal violeta e
lendo a absorbancia ap6s ressolubilizacdo do corante,** esta mesma
metodologia € utilizada para classificar os micro-organismos em:
nao aderentes; fracamente aderentes; moderadamente aderentes; e
fortemente aderentes.*’ Apesar da morfologia dos biofilmes sofrer
algumas alteracdes durante processos de desidratacdo, € possivel
conseguir boa informagao pela utilizagdo da MEV para comparar e
demonstrar claramente diferencas na estrutura de biofilmes submeti-
dos a diferentes condigdes.* O microscépio eletronico de varredura
ambiental (MEVA) € uma excelente opcéo pois permite o trabalho
sem a necessidade de um preparo prévio a visualizagdo. Uma varie-
dade de provas fluorescentes pode ser utilizada na andlise in sifu da
arquitetura populacional de biofilmes.

Biofilmes no processamento de alimentos
O principal objetivo do processamento de alimentos € conseguir
meios de fornecer alimentos seguros, com qualidade nutricional
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e sensorial aos consumidores. O controle dos micro-organismos
é essencial para se alcancar essa meta.>'’ A regulamentagdo das
industrias alimenticias exige nivel de tolerancia zero para patégenos
como Salmonella spp. e L. monocytogenes, pois uma unica célula
pode ser tdo importante como um biofilme jd desenvolvido,'* devido
a seus potenciais patogénicos. As bactérias podem aderir a uma va-
riedade de superficies encontradas nos ambientes de processamento
de alimentos. Para reduzir ou eliminar os micro-organismos das su-
perficies em que o alimento vai entrar em contato, os processadores
de alimentos utilizam técnicas que incluem métodos fisicos, como
a lavagem manual e “sprays” de alta pressdo, assim como métodos
quimicos como o uso de hipocloritos, iodéforos e compostos de
amoOnia quaterndria. Ambas as técnicas removem e inativam os micro-
-organismos que podem estar presentes na superficie do equipamento
e que poderiam eventualmente entrar em contato com alimentos crus
ou processados.'’ A fixa¢do bacteriana e a subsequente formagéo de
biofilme em uma ampla gama de superficies comumente utilizadas
no processamento de alimentos pode ocorrer em tempos de contato
tdo curtos como 20 minutos, dependendo do micro-organismo e das
condi¢des ambientais.’ Processos industriais que lidam com qualquer
material bioldgico fornecem ingredientes e condi¢des de crescimento
para micro-organismos.' Células vidveis de um biofilme sdo perigos
em potencial, pois se forem transferidas para o alimento, podem gerar
um grande impacto negativo.'’ A sanitizacdo das superficies com as
quais alimentos vdo entrar em contato ¢ uma forma de prevenir a
contaminacdo. Infelizmente existem evidéncias de que as prdticas de
sanitizacdo atuais sdo menos efetivas em micro-organismos aderidos
do que em micro-organismos de vida livre.>® Na maioria das plantas
processadoras de alimentos, a sanitizagio € precedida pela limpeza
com detergentes, pois se sabe que a eficicia do agente sanificante &
reduzida pela presenca de matéria organica. As recomendagdes de
limpeza e sanitizagdo ainda s@o as melhores maneiras de combater a
contaminacdo. Além disso, os detergentes podem ser considerados
como o componente de maior importancia no controle do nimero
bacteriano, devido a sua capacidade de remover a matéria organica da
superficie que serviria como substrato para a adesdo microbiana.'®¥
Mesmo com a utilizagdo de sistemas reconhecidos de limpeza, as
bactérias podem permanecer nas superficies dos equipamentos e
sobreviver por periodos prolongados, dependendo da quantidade e
natureza do substrato residual, da temperatura e da umidade relativa.'
Existe uma grande variedade de superficies que entra em contato com
os alimentos e que pode promover o processo de aderéncia microbiana
como 0 ago inox, vidro, ferro fundido, borracha, polipropileno, polies-
tireno, polietileno de baixa-densidade e policarbonato. Por isso a esco-
lha dos materiais das superficies € importante no combate a formacao
de biofilmes. Deve-se escolher o material que seja mais resistente a
limpeza mecanica e a agentes quimicos. As dreas mais propicias ao de-
senvolvimento de biofilmes na linha de processamento sao os espagos
mortos, juntas, valvulas, vedagdes e superficies corroidas pelo tempo
de uso.!"13* O poliestireno (PE) € um material extensamente utilizado
para diversas aplicagdes. As principais sdo: embalagens e descartdveis
(38%), refrigeragdo (16%), eletrodomésticos (5%) e outros (42%).*
No setor alimenticio, geralmente € aplicado em potes (embalagens)
para iogurte, cremes, sobremesas, leite e bebidas lacteas, cream
cheese, queijo cottage, entre outros; podem estar presentes em pratos
descartdveis contendo frutas, refeicdes prontas, carne fresca, entre
outros; também estdo presentes em bandejas utilizadas para produtos
agricolas como exemplo para ovos e para coletar e separar as visceras
na hora do abate, também em bandejas de redes de fast-food, em
produtos de confeitaria e padaria, em tampas de bebidas em frascos
de ervas e especiarias, sopas instantineas etc.”® Ademais, os biofil-
mes também podem causar perdas de energia e bloqueios em tubos
condensadores, materiais resfriadores, circuitos de d4gua e de esgoto,



852 Araujo et al.

e em trocadores térmicos.! Novas formas de controle de formagio
de biofilmes séo constantemente pesquisadas, dentre elas, o controle
através de fatores ambientais na linha de processamento e o uso de
agentes tensoativos, dispersantes, biodispersantes, enzimas, € novos
compostos quimicos biocidas, em adi¢do a compostos quimicos ndao
toxicos ou minimamente téxicos. Assim como a limpeza das super-
ficies, o treinamento dos funciondrios, boas praticas de fabricacio e
boa estrutura de processamento sio fatores importantes no combate
aos problemas higiénicos da inddstria alimenticia.'

Biossurfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos
quimicos amplamente utilizados em diversos setores industriais,
principalmente como matéria-prima na fabricacido de detergentes
de uso doméstico.”’ A maioria dos surfactantes disponivel comer-
cialmente € sintetizada a partir de derivados do petréleo®’? e foi
somente nas ultimas décadas que as moléculas de origem biolégica
com propriedades tensoativas foram descritas.’® Varios compostos
com propriedades tensoativas sao sintetizados por organismos vivos,
desde plantas (saponinas) até micro-organismos (glicolipidios) e
também no organismo humano (sais biliares), sendo considera-
dos surfactantes naturais.** Os compostos de origem microbiana
que exibem propriedades surfactantes, isto €, diminuem a tensao
superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sdo denomi-
nados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlicos de
bactérias, fungos filamentosos e leveduras.*> Os micro-organismos
produtores distribuem-se em diversos géneros, sendo a maioria
deles bactérias.” Os surfactantes convencionais sdo usados para
uma ampla gama de propdsitos em uma grande variedade de apli-
cacdes. A maioria dos requisitos para um surfactante convencional
poderia ser preenchida pelo biossurfactante. Para justificar a troca
de um surfactante sintético por um composto biolégico € necessario
encontrar um agente mais efetivo para uma dada aplicac¢do e/ou um
que possa ser produzido com custos mais baixos.***® Os surfactantes
sdo moléculas anfipdticas que tem tanto por¢des hidrofilicas quanto
porcdes hidrofébicas. A porcdo apolar € frequentemente uma cadeia
de hidrocarbonetos,’ enquanto que a porg¢io polar pode ser idnica
(anidnica ou catidnica), nio-i6nica ou anfotérica.’* O equilibrio
entre a parte hidrofilica e hidrofébica na mesma molécula propor-
ciona propriedades ndo usuais, incluindo a habilidade de diminuir
a tensdo superficial da dgua.>> Estas propriedades unicas fazem os
surfactantes serem adequados para uma ampla gama de aplicagdes
industriais que envolvem detergéncia, emulsificagao, lubrificacio,
capacidade de formar espuma, capacidade molhante, solubilizac¢do
e dispersdo de fases. >

Estruturas

Os biossurfactantes constituem uma das principais classes de
surfactantes naturais, sendo classificados de acordo com a sua com-
posi¢do quimica e sua origem microbiana, diferentemente dos sur-
factantes sintetizados quimicamente que sao classificados de acordo
com seus grupos polares. As principais classes incluem glicolipidios,
lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, surfac-
tantes poliméricos e surfactantes particulados.> A porcéo lipofilica
¢é quase sempre composta por cadeia hidrocarbonica de um ou mais
acidos graxos, que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou
ramificados. A parte solivel em dgua (polar) de um biossurfactante
pode ser tdo simples como um carboxilato, um grupo hidréxi ou uma
mistura complexa como fosfato, carboidrato, aminodcidos, etc.>> A
maioria dos biossurfactantes € neutra ou carregada negativamente
variando de pequenos dcidos graxos até grandes polimeros. Nos
biossurfactantes anidnicos, a carga € devido a um carboxilato e/ou
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fosfato ou, ocasionalmente, a um grupo sulfato. Um pequeno grupo
de biossurfactantes catidnicos contém grupamentos amino.>*

Fungdo fisiologica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo produzidos por uma variedade de
micro-organismos, predominantemente durante o crescimento em
substratos insoltiveis em dgua, sendo secretados extracelularmente ou
ligados a partes de células. Do ponto de vista fisioldgico, a produgio
desta quantidade abundante de moléculas tensoativas representaria
um alto custo metabdlico caso ndo houvesse uma fun¢do especifica,
e provavelmente os genes responsdveis pela producdo ndo seriam
conservados nos genomas destes micro-organismos.”> Embora a exata
funcdo fisioldgica dos biossurfactantes ainda ndo tenha sido comple-
tamente elucidada, algumas funcdes t€m sido atribuidas a eles, como
a emulsificaco e a solubiliza¢@o de hidrocarbonetos ou compostos
insoldveis em dgua, facilitando o crescimento de micro-organismos
nestes substratos; transporte de hidrocarbonetos; regulacdo da
aderéncia-liberacdo da célula a superficies; atividade antibidtica que é
demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente da classe dos
lipopeptideos e glicolipidios, como os ramnolipidios de P. aeruginosa
e asurfactina de B. subtilis que solubilizam os principais componentes
das membranas celulares microbianas, adquirindo maior chance de
sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes.>>>*

Aplicagoes industriais

Existem muitas dreas de aplicagio onde os surfactantes quimicos
poderiam ser substituidos pelos biossurfactantes, dentre as quais
campos tdo diversos como a agricultura, construgdo, inddstrias
de bebidas e alimenticias, limpeza industrial, biorremediacdo de
poluentes insoliveis em agua, lubrificantes, tratamento do couro,
industrias de papel e metal, inddstrias téxteis, cosméticos, industria
farmacéutica, e inddstrias de petroquimicos e petréleo.>%33553 Na
industria de alimentos, os biossurfactantes apresentam propriedades
tteis como emulsificantes,> agentes antiadesivos e antimicrobia-
nos.® Devido as suas propriedades funcionais, os emulsificantes
sdo parte indispensédvel de produtos alimenticios que exigem su-
perioridade sensorial, estabilidade e maior vida de prateleira.! A
emulsificag@o tem papel importante na formagado da consisténcia e
textura, bem como na dispersao de fase e na solubilizagdo de aromas.
Os biossurfactantes podem ser utilizados como emulsionantes no
processamento de matérias-primas alimenticias. Os agentes tenso-
ativos encontram aplica¢ao em panificacdo, produtos derivados da
carne e do leite (queijos cremosos e sorvetes), dos quais a adi¢do
de emulsificantes melhora a textura e a cremosidade,®' influenciando
as caracteristicas reoldgicas da farinha e a emulsificagdo de gordu-
ras. Estas qualidades sdo de grande valia para produtos contendo
baixo teor de gordura.®> Um exemplo € o uso do bioemulsificante
produzido por Candida utilis em molhos prontos para saladas.’>%
O liposan foi utilizado com sucesso para emulsificar 6leos comes-
tiveis.®’ A atividade antimicrobiana também pode ser explorada
por meio do uso de biossurfactantes. A combinag¢@o de nisina com
ramnolipidios foi capaz de aumentar a vida de prateleira e inibir
esporos termofilicos em leite de soja UHT. O uso de natamicina
associada a ramnolipidios em molhos para saladas foi capaz de
aumentar a vida de prateleira e inibir crescimento de leveduras. A
associagao de natamicina, nisina e ramnolipidios também prolongou
a vida de prateleira e inibiu crescimento de bactérias e leveduras
em queijo cottage.! A atividade antiadesiva € desejdvel para evitar
a formacao de biofilmes em superficies as quais os alimentos vao
entrar em contato. E possivel reduzir a adesdo de patégenos em
superficies comumente utilizadas em industrias alimenticias a partir
do condicionamento das mesmas com biossurfactantes.®% Um
biossurfactante produzido por uma linhagem termofilica lactea de
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Streptococcus sp. pode ser usado para o controle de contaminagdo
nas placas de troca de calor dos pasteurizadores, ja que ele retarda
a colonizacdo do S. rermophilus responséavel pela contaminagio.>
Os biossurfactantes podem ser candidatos em potencial na busca
de produtos com diferentes funcionalidades, desde que eles atinjam
os requerimentos de aditivos alimenticios funcionais.** Logo, com
todas estas propriedades, estes compostos de origem microbiana
poderiam ser utilizados para melhorar a aparéncia/estabilidade de
determinados alimentos; evitar contamina¢@o do alimento direta-
mente, como um aditivo alimentar (através do uso de formulacdes
adequadas), ou indiretamente, como formulagdes detergentes para
limpeza das superficies que entram em contato com o alimento.!

Vantagens e desvantagens do uso dos biossurfactantes em relacdo
aos surfactantes convencionais

A demanda industrial por surfactantes € alta, com o aumento
da preocupagdo ambiental entre os consumidores, juntamente com
as legislagdes de controle do meio ambiente, os biossurfactantes
vém surgindo como uma alternativa aos produtos sintéticos existen-
tes.’"* Além disso, existe uma tendéncia movida pela necessidade
de substitui¢do de compostos ndo biodegraddveis ou pouco biode-
graddveis e pelo aumento do requerimento de especificidade dos
produtos,” tanto para uma atuagdo mais seletiva quanto para uma
atuagdo mais efetiva. Por enquanto, os biossurfactantes ainda nao
sdo competitivos do ponto de vista econdmico, comparativamente
aos compostos sintetizados quimicamente que estdo disponiveis no
mercado. As principais razdes para este fato estdo relacionadas aos
altos custos de produg¢do devido a metodologia de bioprocessamento
ineficiente, a baixa produtividade das linhagens e a necessidade de
uso de substratos caros.” Contudo, esta drea tem sido objeto de
intensa pesquisa, o que poderd culminar em avangos significativos,
tornando estes bioprodutos economicamente competitivos. Os
biossurfactantes podem ser sintetizados utilizando procedimentos e
substratos relativamente simples e com menor custo, como exemplo,
a partir de substratos renovdveis.” Inevitavelmente, as fontes de
petrdleo estdo diminuindo e, em algum tempo no futuro, a unica
fonte de surfactantes serd de reservas renovaveis. Ainda mais,
surfactantes sintéticos usualmente requisitam produtos quimicos
puros, ou pelo menos classes de substancias quimicas para produzir
o produto desejdvel. Este fato ndo € crucial para um bioprocesso,
visto que € possivel produzir biossurfactantes por meio de um
processo fermentativo utilizando como fonte de carbono residuos
contendo carboidratos, dcidos graxos ou compostos similares.>>>
Portanto, este problema econdmico pode ser significativamente
reduzido utilizando-se fontes alternativas de nutrientes facilmente
disponiveis e de baixo custo como os subprodutos agricolas ou de
processamento industrial, contribuindo para a redu¢do da polui¢do
ambiental e permitindo a valorizagdo econdmica dos residuos que
seriam simplesmente descartados.’* A dificuldade na sele¢do de um
residuo estd em encontrar a composi¢ao adequada de nutrientes que
permita o crescimento celular e o acimulo do produto de interesse,
além da padronizacio do substrato devido as variacdes naturais de
composi¢do, bem como os custos de transporte, armazenagem e
tratamento prévio necessarios. O Brasil € um pais essencialmente
agricola, portanto, a quantidade e a facilidade de acesso aos subpro-
dutos agroindustriais sdo bastante significativas.’! Os biossurfactan-
tes sdo mais eficientes e efetivos com relagdo a atividade superficial
e interfacial do que os surfactantes convencionais (detergentes
anionicos sulfatados), pois produzem menor tensido superficial
com menores concentragdes de produto ativo.’'** Como exemplo
temos o dodecil-sulfato de sédio (SDS) que usualmente apresenta
CMC em torno de 2023-2890 mg/L e reducio da tensio superficial
de 72 mN/m para 37 mN/m,* enquanto alguns biossurfactantes
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apresentam valores tensdo superficial em torno de 26-29 mN/m e
de CMC 50-200 mg/L. Alguns biossurfactantes apresentam elevada
estabilidade térmica, de pH e forg¢a ionica, podendo ser utilizados
em ambientes com condi¢des mais drdsticas do que as suportadas
pelos surfactantes convencionais. Como exemplo, tem-se que a
maioria dos biossurfactantes suporta concentra¢des de 10 % de NaCl
enquanto que uma concentracdo de 2-3 % € suficiente para inativar
os surfactantes convencionais.”' 2% Diferentemente dos surfactantes
quimicos, os biossurfactantes sdo prontamente biodegraddveis na
dgua e no solo, apresentando uma melhor compatibilidade ambien-
tal, o que os torna adequados para aplicagdes como biorremediagdo
e tratamento de residuos.’’">>* Os biossurfactantes possuem baixa
toxicidade, por isso sdo atrativos, ja que os produtos artificiais tem
sido motivo de preocupacdo da populagdo devido aos seus efeitos
alérgicos. Além disso, essa baixa toxicidade permite o uso em ali-
mentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.*> Outras vantagens
sdo a possibilidade de serem sintetizados a partir de substratos
renovdveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando
aplicacdes especificas para cada caso particular,”?3* se mostrando
eficientemente compardveis ou superiores aos surfactantes sintéti-
cos;* ndo sao derivados do petrdleo, fator de importancia a medida
que os pregos do petréleo aumentam; além da possibilidade de
modificagdo da estrutura quimica e das propriedades fisicas através
de manipulagdo genética ou bioquimica para o desenvolvimento de
produtos para necessidades especificas.’!5*

Glicolipidicos

Os ramnolipidios sdo os glicolipidios mais bem estudados. A
maioria das espécies de ramnolipidios se apresenta anidnica quando
em solu¢do,*” possuem uma ou duas moléculas de ramnose liga-
das a uma ou duas moléculas de dcido B-hidroxidecanéico (4cido
caprilico). A primeira descricdo da produgao dos glicolipidios con-
tendo ramnose foi feita por Jarvis e Johnson (1949). Os principais
glicolipidios produzidos por P. aeruginosa sdo o L-ramnosil-L-
ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e o L-ramnosil-
B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, mas também foram relata-
dos outros tipos de ramnolipidios, um 4cido-B-hidroxidecanéico
com uma ou duas unidades de ramnose, metil éster derivados dos
L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e
L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e ramnolipidios
com cadeias de dcidos graxos alternativos.>® P. aeruginosa pode
produzir ramnolipidios a partir de vdrios substratos, incluindo alca-
nos C11 e C12, succinato, piruvato, citrato, frutose, glicerol, 6leo de
oliva, glicose e manitol. A composi¢do e o rendimento dependem
do tipo de biorreator, do modo de condugdo do bioprocesso, do pH,
da composic@o nutricional, do substrato e da temperatura usada.”
O Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) da UFRJ em
convénio com o0 CENPES/Petrobris vem desenvolvendo, desde 2000,
diversos trabalhos de producdo de ramnolipidios utilizando uma
linhagem de P. aeruginosa PA1, oriunda da colecdo de culturas do
CENPES/Petrobras que foi isolada de pogos de Petréleo (Sergipe/
BR). A otimizagdo do meio de cultivo, busca de fontes de carbono
de baixo custo e modificagdes no modo de conducdo do processo
fermentativo levaram a minimizagdo (900%) da produc@o de fatores
de viruléncia de natureza proteica, com concomitante aumento da
producdo de ramnolipidio de 1,2 g/L para cerca de 13,0 g/L.%%7°

O mesmo grupo desenvolveu trabalhos de escalonamento da
produgio deste biossurfactante, contornando o problema de formagao
de espuma, em biorreatores acoplados a membranas oxigenados de
modo nao dispersivo. O processo conduzido em batelada alimentada
de glicerol/nitrato em altas relagdes C/N conduziu a um aumento
de produtividade volumétrica e da produgdo de ramnolipidio, e foi
escalonado para biorreatores piloto de 200 L.”""> Os ramnolipidios
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produzidos por P. aeruginosa PA1 em meio contendo 3 % glicerol
e 1,45 g/L de nitrato de s6dio, como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, demonstraram serem capazes de diminuir a tensao
superficial para 26,9 mN/m® e o tipo de ramnolipidio predominante
no produto € o Rha,C,,C,,. seguido pelo RhaC,,C,,.”* Os ramnoli-
pidios também emulsificam alcanos, estimulam o crescimento de
P. aeruginosa em hexadecano®® e apresentam excelentes resultados
na lavagem de solos impactados com petréleo.” Varios micro-
-organismos podem ser produtores de biossurfactantes glicolipidicos.
Portanto, a procura de novas moléculas e de micro-organismos que
sejam produtores e ndo patogénicos, de forma a facilitar a aprovagdo
para aplicagdo em industrias alimenticias, ¢ um desafio a ser alcan-
cado. A espécie de Burkholderia kururiensis KP23 se enquadra no
quesito ndo-patogenicidade e foi identificada como produtora de
moléculas glicolipidicas, que foram recentemente caracterizadas
pelo Laboratério de Microbiologia Microbiana em conjunto com o
Laboratério de Microbiologia Molecular e Proteinas.” Esta cepa foi
inicialmente isolada em um lago contaminado com tricloroetileno
em Kururi na prefeitura de Chiba, no Japo.”

Lipopeptidicos

O lipopeptideo surfactante mais bem estudado € o produzido
por Bacillus subtilis e recebeu o nome usual de surfactina, sendo
conhecido como um dos biossurfactantes mais potentes.> E um
biossurfactante anidnico, possui a capacidade de reduzir a tensdo
superficial de 72 para 27,9 mN/m em concentragdes tdo baixas quanto
0,005%. Sete aminodcidos (Glu—Leu — Leu — Val — Asp —Leu—Leu)
neste composto formam um anel e a porg¢ao lipidica € composta por
um 4cido graxo beta-hidroxilado contendo de 13 a 15 carbonos. Outra
caracteristica deste composto € a sua capacidade de lisar eritrcitos
de mamiferos e formar esferoblastos; esta propriedade € usada para
detectar a producdo de surfactina por meio da hemdlise no dgar
sangue.>>3%77 A estrutura priméria da surfactina foi determinada
em 1969 por Kanikuma e colaboradores. Mais recentemente, em
1995, a estrutura tridimensional foi determinada por Bonmatin e
colaboradores a partir de técnicas de ressonincia magnética nuclear.*
A surfactina produzida a partir de um isolado de B. subtilis LB5a, uti-
lizando manipueira como substrato alternativo, foi capaz de apresentar
valores de tensdo superficial de 26,9 mN/m, tensdo interfacial contra
o hexadecano de 0,96 mN/m e concentracio micelar critica (CMC)
de 33 mg/L. Este mesmo produto apresentou a isoforma de massa
molecular 1036 como predominante, o que representa o lipopeptideo
com sete aminodcidos e quinze carbonos na porgao lipidica.” Alguns
estudos demonstraram que composicido e tamanho das cadeias de
acidos graxos variam de acordo com o meio utilizado e pode resul-
tar em maiores atividades surfactantes especificas.”® A surfactina
possui vdrias aplicagdes farmacéuticas como a inibi¢cdo da formagao
de codgulos; formagdo de canais i6nicos em membranas; atividade
antibacteriana e antifingica; atividade antiviral e antitumoral.>'>*
Viérios micro-organismos podem ser produtores de biossurfactantes
lipopeptidicos. Da mesma forma, a procura de novas moléculas e de
micro-organismos que sejam bons produtores e nao patogénicos € um
desafio a ser alcangado. A espécie de Bacillus sp. H,O-1, assim como o
B. subtilis, se enquadra nestes quesitos e foi identificada como produ-
tora de uma molécula lipopeptidica. Esta cepa foi inicialmente isolada
a partir de um reservatorio de petrdleo brasileiro, localizado em dguas
profundas em uma plataforma do Rio de Janeiro®' e, recentemente, a
molécula produzida por este micro-organismo foi caracterizada pelo
Laboratério de Genética Microbiana da UFRJ como surfactina-/ike,
por produzir surfactinas com as porgdes lipidicas C,;, C,,e C;; e uma
porcdo lipidica adicional de C, . Foi estudada pelas suas propriedades
antimicrobianas®*® e agora € produzida e utilizada em estudos em
andamento no Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana da UFRJ.%

Quim. Nova

Propriedades antimicrobianas dos biossurfactantes

Uma ampla gama de biossurfactantes demonstrou atividade an-
timicrobiana contra bactérias, fungos filamentosos, leveduras, algas
e virus.? Dentre eles, o ramnolipidio e surfactina ja foram relatados
possuindo esta atividade.® Dentre os biossurfactantes, a classe dos
lipopeptideos € a mais relatada em termos de acio antimicrobiana.
O género Bacillus é responsdvel pela produgdo dos lipopeptideos
surfactantes mais bem conhecidos.** Além da surfactina, este género
também produz outros lipopeptideos com as mesmas propriedades:
fengicina, iturina, bacillomicinas e micosubtilinas. Outras espécies do
género Bacillus, além do B. subtilis, sdo conhecidas como produtoras
de biossurfactantes lipopeptidicos com a¢do antimicrobiana, como o
B. licheniformis, produtor da lichenisina e o B. pumilus, produtor da
pumilacidina.® Recentemente, foi confirmada a atividade antimicro-
biana sobre 29 bactérias pelo uso de dois lipopeptideos de B. subtilis.®
Lipopeptideos produzidos por B. subtilis e por B. licheniformis foram
testados contra dois micro-organismos patogénicos, sendo o produto
de B. subtilis efetivo contra o micro-organismo Gram-positivo e nao
efetivo contra o Gram-negativo e o inverso ocorreu para o produto
de B. licheniformis.*” Este efeito antimicrobiano provavelmente foi
mais eficiente no Gram-positivo do que no Gram-negativo devido as
diferencas nas estruturas das paredes celulares, causando uma maior
inibicao do crescimento celular, pois em geral, os micro-organismos
Gram-positivos possuem alta sensibilidade a detergentes anidnicos
enquanto os Gram-negativos nao.% A surfactina interfere mais inten-
samente em membranas contendo fosfolipidios que possuem cadeias
mais curtas e/ou estdo em organizacio fluida, consequentemente
interferindo em suas fungdes bioldgicas por meio da inser¢do nas
bicamadas lipidicas, modificando a permeabilidade da membrana pela
formag@o de canais idnicos ou por carrear citions mono ou di-valentes
e solubilizando a membrana por seu mecanismo detergente.® Outras
classes de biossurfactantes que sdo relatadas com ac@o antimicro-
biana sdo os ramnolipidios de P. aeruginosa e os sophorolipidios
de Candida bombicola. Os lipideos de mannosileritritol (MEL-A
e MEL-B) produzidos por uma linhagem de Candida antarctica
exibiram acdo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas.®> Em
um trabalho realizado recentemente pelo nosso grupo foi possivel
verificar que o ramnolipidio purificado apresenta propriedade an-
timicrobiana contra L. monocytogenes ATCC 19112 e ATCC 7644,
inibindo em 100% o crescimento de ambas. Também foi confirmada
a inibi¢do do crescimento planctdnico destas mesmas linhagens
utilizando surfactina de B. subtilis LB5a produzida em manipueira
como substrato.” A atividade antimicrobiana de uma mistura de
sete homoélogos de ramnolipidios produzida por P. aeruginosa AT10
sobre ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
leveduras e fungos filamentosos foi avaliada e, devido as proprieda-
des fisico-quimicas e elevada atividade antimicrobiana, este produto
poderia ser visto como uma ferramenta til em processos de biorre-
mediacdo, cosméticos e aplicacdes em industrias de alimentos.®” As
diferencas encontradas na literatura entre percentuais de inibicio do
crescimento e também de formagao de biofilme entre o ramnolipidio
bruto e o ramnolipidio purificado de P. aeruginosa, contra mesmos
micro-organismos, provavelmente sdo devidas a presenca de outros
componentes (fatores de viruléncia e sinais de quorum sensing) no
meio bruto que apds a purificagio sdo total ou parcialmente elimi-
nados. Estes componentes podem ser alguns fatores de viruléncia
de natureza proteica e ainda de quorum sensing: elastase, protease
LasA, protease alcalina, fosfolipase C, lipase, exotoxina A, cianeto,
piocianina, lectina e superéxido dismutase; que tém produgio coor-
denada por quorum sensing e a mesma ocorre concomitantemente a
producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa.®* As moléculas que
possuem atividade quorum sensing produzidas por P. aeruginosa
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também podem interferir sobre o comportamento de outros micro-
-organismos que ndo produzem os mesmos sinais, um exemplo € o
3-ox0-C,,-HSL (sistema LasI/R) e o PQS que apresentam excelentes
propriedades antibacterianas.”

Propriedades antibiofilmes dos biossurfactantes

Estudos recentes mostraram que o pré-condicionamento de su-
perficies com biossurfactantes podem reduzir consideravelmente a
contaminacio microbiana de materiais e inibir ou diminuir a formagao
subsequente de biofilmes®* (Figura 1).
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Superficie Ndo-condiconada:
Formagdo de Biofilme

Superficie Condicionada:
Inibicdo da Formagdo de Biofilme

Figura 1. Efeito inibitorio da formagdo de biofilmes através do condiciona-
mento da superficie por biossurfactante

Quando um surfactante € adsorvido a superficies hidrofébicas,
normalmente orienta o grupo hidrofébico para a superficie e expde
o grupo polar a d4gua. A superficie torna-se assim hidrofilica e, como
resultado, a tensdo interfacial entre a superficie e a dgua é reduzida.”
Os ramnolipidios atuam no mecanismo de dessor¢do das células
presentes em biofilmes de P. aeruginosa.”> O pré-condicionamento
de cateteres uretrais com surfactina inibiu totalmente a formagao
de biofilmes de S. enterica, E. coli e P. mirabilis.”® Um biossurfac-
tante produzido por P. fluorescens (ndo caracterizado) utilizado no
pré-condicionamento de superficies de PTFE e aco inox 304 AISI
demonstrou uma reduc¢do significativa da adesao de L. monocytogenes
LO28 no aco inox em diferentes temperaturas (até 92 %); entretanto,
ndo foi evidenciada uma reducéo na adesdo em superficie de PTFE*.
Superficies de borracha de silicone condicionadas com ramnolipidios
de P. aeruginosa, obtiveram inibicdes na adesdo de 60,9 %, 53,1 %,
58,2 % e 33,8 % contra as bactérias R. dentocariosa, S. epidermidis,
S. salivarius e S. aureus, respectivamente, com soluc¢ao de ramnoli-
pidio ndo diluida (4 g/L).”” Os trabalhos realizados recentemente pelo
nosso grupo demonstraram que o pré-condicionamento do ago inox
304 com surfactina (0,1 %) foi capaz de reduzir significativamente
a adesdo de L. monocytogenes ATCC 19112 em aproximadamente
10> UFC/cm? e 10" UFC/cm? para E. sakazakii ATCC 29004. J4 em
polipropileno os resultados do condicionamento com surfactina 0,1
% demonstraram uma redugdo significativa no nimero de células
aderidas de L. monocytogenes, E. sakasakii e S. enteritidis em apro-
ximadamente 10" UFC/cm?.*® O pré-condicionamento de superficies
de poliestireno com ramnolipidio bruto, ramnolipidio purificado e
surfactina reduziram significativamente a adesdo das cepas ATCC
19112, 19117, 15313 e 7644 de L. monocytogenes e foram mais efi-
cientes que o dodecil-sulfato de s6dio.”® Superficies de poliestireno
condicionadas por surfactina e por ramnolipidios avaliadas em dife-
rentes temperaturas reduziram a adesdo em todas as condi¢des com a
surfactina (Staphylococcus aureus, L. monocytogenes e Micrococcus
luteus) e o ramnolipidio promoveu uma pequena redugdo na adesdo
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de S. aureus.”” Estes dados reforcaram a ideia de que alguns bios-
surfactantes sdo efetivos na inibicdo da adesdo de acordo com as
caracteristicas das superficies. Foi comprovado que a B. kururiensis
possui o sistema HSL de quorum sensing, chamado de Bral/R, que
produz e responde ao 3-oxo-C,,-HSL e € extremamente similar ao
LasI/R de P. aeruginosa (nesta € interconectado com outros sistemas
regulatorios e € o regulador global envolvido na regula¢do de muitos
genes que possuem importincia na viruléncia e colonizagdo).!®
Também foi relatada a existéncia de uma outra molécula produzida
por P. aeruginosa que possui efeito antibiofilmes, o dcido graxo
insaturado cis-2-decendico, porém, seu mecanismo de acdo ainda
ndo foi elucidado.!”! Desta forma a agdo dos ramnolipidios pode
ser otimizada pela presenca destes compostos, ajudando a inibir a
formac@o dos biofilmes. Os lipopeptideos sdo capazes de modificar a
hidrofobicidade da superficie bacteriana e consequentemente alterar
a adesdo destes micro-organismos a superficies sélidas e seus efeitos
dependem da hidrofobicidade bacteriana inicial, assim como do tipo
de lipopeptideo e sua concentracdo, podendo aumentar ou diminuir
a hidrofobicidade da superficie bacteriana em fungdo desta ser mais
ou menos hidrofébica.?> Do ponto de vista fisioldgico, € possivel
que cada bactéria possua determinada resposta genética que permita
que elas sobrevivam e ainda sejam bem sucedidas em condi¢des
de limita¢do de nutrientes e outros tipos de condicdes estressantes
como o estresse osmético, anéxia e mudangas de pH'®. E por que
ndo incluir nesta lista o estresse por agentes antimicrobianos ou por
moléculas reguladoras de quorum sensing produzidas por outros
micro-organismos? B. subtilis e outras espécies pertencentes ao
mesmo género produzem moléculas sinalizadoras conhecidas como
peptideos autoindutores (AIP), que sdo peptideos contendo de 5 a
34 aminodcidos com arquiteturas ndo usuais, os peptideos triptofano
isoprenilados.'® Estas moléculas também podem ter efeito sobre a
formagao de biofilmes. Recentemente foi identificada uma mistura de
D-aminodcidos produzidos por B. subtilis que fazem com que as fibras
proteicas amiléide-/ike presentes na matriz extracelular de biofilmes
se separem das células, permitindo que estas escapem da matriz.
Estes compostos também podem atuar em outros micro-organismos,
prevenindo a formac@o de biofilmes.'”! Outro fator que poderia inter-
ferir sobre a formacdo de biofilmes seria a presenca de lactonases.
Estas sdo produzidas pelo género Bacillus e sdo conhecidas como
enzimas AHL-hidrolases, as mesmas sdo quorum-quenchers, ou seja,
interferem na sinalizagcdo do quorum-sensing impedindo eventos de
sinalizagio dependentes de densidade celular tanto de espécies Gram-
positivas quanto de espécies Gram-negativas.””'* Um lipopeptidio
produzido por B. circulans foi utilizado no pré-condicionamento de
superficies de poliestireno contra diversos micro-organismos pato-
génicos e as porcentagens de inibi¢do variaram de 15 a 89 %.!% Um
extrato contendo surfactina, utilizado como agente condicionante de
superficies de poliestireno, inibiu aproximadamente 42 % a formagao
de biofilmes de L. monocytogenes ATCC 19112.1% Com todas essas
propriedades, estes compostos poderiam ser utilizados para evitar a
contaminac@o de alimentos diretamente, como aditivo (pelo uso de
formulacdes adequadas), aumentando a vida de prateleira do produto
sem preocupacdo com a saude dos consumidores, deixando de lado
a necessidade de adicionar conservantes sintéticos, que na maioria
dos casos, sdo perigosos para a saide; ou indiretamente, como for-
mulagdes detergentes para limpar as superficies as quais os alimentos
entram em contato.*! O efeito antiadesivo ou inibitdrio dos biossur-
factantes adsorvidos as superficies pode estar ligado a alterag¢des
singulares nas propriedades fisico-quimicas, alterando as interagdes
atrativas entre a superficie e o micro-organismo, combinado ou nio
com um efeito de dessor¢ao deste biocomposto,**8 e/ou ainda que os
biossurfactantes ou outros compostos que tenham sido produzidos por
estes micro-organismos podem estar atuando como fatores quorum
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sensing,” interferindo positivamente ou negativamente no processo
de adesdo e formagdo de biofilmes, o que justificaria as diferencas
encontradas nos resultados de diferentes linhagens/espécies em
diferentes superficies. Além disso, este efeito inibitério poderia ser
potencializado por uma a¢@o antimicrobiana dos biossurfactantes.
Diferencas que possam ser encontradas nos percentuais de formagao
de biofilmes de mesmas linhagens de micro-organismos quando as
mesmas superficies forem tratadas com os ramnolipidios ou com
as surfactinas, por exemplo, podem ocorrer devido as diferencas
quimicas encontradas nas misturas dos homdlogos produzidos nas
fermentagdes. Esse fato pode dificultar a comparacdo de percentuais
encontrados na literatura e, portanto, € essencial que os trabalhos
apresentem a composi¢ao da mistura de homdlogos juntamente com
os ensaios de atividade antibiofilme ou atividade antimicrobiana. O
condicionamento de superficies de poliestireno com ramnolipidio e
com surfactina reduziu a adesdo de L. monocytogenes ATCC 19112
em 17 e 60 %, respectivamente.® J4 em outro trabalho esta mesma
cepa teve sua adesdo inibida em 53 % para ambos.” A diferenga
observada no valor de inibi¢do da adesdo encontrados entre estes
dois trabalhos para o ramnolipidio provavelmente se deve a possi-
veis diferencas nos constituintes do meio de cultivo como fatores de
viruléncia, pois foram obtidos em diferentes fermentagdes, enquanto
a surfactina utilizada foi a mesma.®>%

Atividade anticorrosiva

O aco inox ¢ um material frequentemente utilizado devido a
sua alta resisténcia a corrosdo. Em contato com o ar, a superficie é
rapidamente coberta por uma camada de Oxido de Cromo e 6xido
de Ferro, o que aumenta sua resisténcia a corrosao, a qualidade deste
filme formado depende das condicdes ambientais e principalmente
do contetddo de Cromo da liga metdlica. Para aumentar a resisténcia
a corrosdo, o condicionamento de superficies pode ser aplicado,
reduzindo a formagdo de Oxido de Ferro e aumentando a formagdo
de Oxido e Hidréxido de Cromo, sugerindo a existéncia de proprie-
dades protetoras dos biossurfactantes contra a corrosdo'”’ (Figura 2).
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Figura 2. Efeito inibitorio da corrosdo através do condicionamento da su-
perficie por biossurfactante

Foi verificado um aumento na razéo Cr / Fe saindo de 0,9 na su-
perficie limpa (ndo condicionada) para 1,4 na superficie condicionada,
sugerindo a existéncia de propriedades anticorrosivas dos biossur-
factantes e os mesmos tornaram as superficies mais hidrofilicas.’! O
aco inox AISI 304 possui conteido de Cromo equivalente a 18 % e
por isso, possui uma resisténcia relativamente fraca a corrosdo.'”” O
processo de corrosdo metalica resulta na formagao de produtos de cor-
rosdo e na liberac@o de energia, ou seja, as superficies mais protegidas
contra a corrosao serdo as que apresentam valores mais baixos de ener-
gia livre de superficie total. Pela interagdo com fons H*, a superficie
tende a ficar mais hidrofilica, o que pode ser o indicio da ocorréncia
de um processo corrosivo, porém, no caso dos condicionamentos por
biossurfactantes a hidrofilicidade pode estar associada a formagdo
de uma pelicula destas moléculas sobre a superficie orientando a
cabeca hidrofilica para o meio e a cauda hidrofébica para a superficie
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mantendo a mesma protegida da interaciio com fons H* e O,, evitando
a corrosdo. Existe um grande potencial de uso dos biossurfactantes
como agentes condicionantes de superficies para reduzir a formagao
de biofilmes de micro-organismos comumente encontrados em am-
bientes industriais. Alguns estudos relativamente recentes mostraram
que superficies pré-condicionadas com biossurfactantes sdo capazes
de reduzir significativamente a contaminag¢ao microbiana e inibir ou
reduzir o desenvolvimento subsequente de biofilmes.*' Além disso,
alguns destes produtos, como os ramnolipidios, podem ser utilizados
como agentes protetores de superficies metdlicas contra corrosio, pois
foi confirmado que a presenga de biossurfactante de P. fluorescens
em aco inox 304 postergou a corrosdo desta superficie.'””

CONCLUSOES

Na industria de alimentos, diversos estudos detalhados sobre a
utilidade dos biossurfactantes como agentes inibidores da adesao de
micro-organismos e, consequentemente, da inibi¢do da formagao
de biofilmes, tém sido realizados, cujos resultados nos permitem
afirmar que futuramente eles poderdo ser utilizados e produzidos
em larga escala, suprindo a necessidade do uso de produtos sintéti-
cos, ou diminuindo as concentra¢des de produtos sintéticos que sao
utilizadas atualmente. Os biossurfactantes podem também ser utili-
zados como agentes inibidores da corrosdo, um problema comum.
Assim seu campo de aplicagdo poderia ser ampliado, podendo atuar
simultaneamente como agente antimicrobiano, antibiofilme e ainda
anticorrosivo. Desta forma pode-se direcionar os tipos de biossurfac-
tantes para cada determinada aplicacio, assim como para aplicacdes
com multiplas finalidades. O grande potencial de aplicag@o destes
produtos diretamente nas industrias alimenticias, como forma de
prevengdo da formacao de biofilmes por diferentes micro-organismos,
em superficies com as quais os alimentos entram em contato durante
o processamento, pode beneficiar diretamente o consumidor, que
terd a possibilidade de ter em suas mesas uma maior garantia de
qualidade microbioldgica de seus alimentos. Ainda como vantagem
em potencial destes produtos estaria a substituicdo ou redugdo da
quantidade utilizada de produtos sintéticos ndo biodegradaveis ou
pouco biodegraddveis por produtos de origem natural, obtidos por
meio do cultivo de micro-organismos em substratos renovaveis. As
inddstrias teriam uma potencial redu¢@o de custos com o tratamento
de residuos, que seriam mais facilmente degradados devido a ausén-
cia/reducédo de produtos pouco biodegradaveis no efluente final, os
quais geralmente dificultam o tratamento. Outro fator responsédvel
pela reducgdo de custos seria a necessidade de concentracdes muito
inferiores de biossurfactante em relacio ao surfactante convencional
para atingir os resultados esperados. Ademais, os proprios residuos da
industria alimenticia possuem potencial para serem utilizados como
substrato para a producdo dos biossurfactantes.
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