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ARAUJO, Jéssica Mayara Mendes. Bioprospeccdo de leveduras com potencial
biotecnoldgico para a producdo de compostos ativos de superficies (Biodiversidade e
Biotecnologia da Amazbonia Legal - BIONORTE) - 2023. 147f. Tese (Doutorado em
Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranh&o, S&o Luis, 2023.

RESUMO

Os compostos ativos de superficies (CAS) de origem microbiana, com propriedades
biossurfactante e bioemulsificante, tornaram-se um grupo ativo de biomoléculas com uso
potencial em uma variedade de aplicacdes industriais e biotecnoldgicas. Nesse sentido, o
presente estudo teve como objetivo isolar a partir de frutos leveduras com potencial para
producdo de CAS de origem bioldgica. O ensaios foram realizados utilizando leveduras em
cultivo submerso em incubador rotatério. Foi analisada a influéncia dos fatores de temperatura,
pH e concentracdo de sais. Buscou-se o melhor resultado acompanhando a producéo através do
consumo de substrato, reducdo da tensdo superficial (método do anel) e atividade de
emulsificagdo (E24). O CAS, foi selecionado e caracterizado por cromatografia gasosa. A
cinética de crescimento e producdo do CAS foi analisada, além disso foi avaliada a atividade
antimicrobiana, antibiofilme e citotoxicidade do CAS. Os resultados obtidos, demonstraram
que as produtoras de CAS foram identificadas como Candida krusei (n=6) e Candida
metapsilosis (n=7). A Candida krusei M4CK isolada do fruto Byrsonima crassifélia
popularmente conhecido como murici, foi mais eficiente na producdo de CAS. O composto
apresentou uma redugdo da tenséo superficial de 72 mN/m ! para 44 mN/m ! e foi caracterizado
como bioemulsificante (BE4CK). Verificou-se uma E24igual ou maior a 50% em todas as fontes
de carbono como 6leo de oliva, girassol e pos fritura, e hidrocarboneto como querosene, hexano
e hexadecano. O BE4CK apresentou em sua composicao o acido 9-octadecendico como acido
graxo majoritario e os monossacarideos foram manose e glicose. A E24 estava relacionada a
fase de crescimento. A estabilidade das emulsdes foi mantida em uma ampla faixa de
temperaturas, pH e salinidade. O BE4CK (25 mg/mL) n&o apresentou atividade antimicrobiana
para Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 35218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. O composto BE4ACK
apresentou, em todas as concentracBes (25 mg/mL a 1,56 mg/mL), atividade inibitoria
significativa na formacdo de biofilme por S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27853. Além disso, o tratamento com BE4CK demonstrou uma erradicacao
significativa para biofilmes pré-formados por S. aureus ATCC 25923. O composto BE4CK nao
apresentou toxicidade em células VERO e larvas de Tenebrio molitor. A emulsdo OMBECK,
resultante da combinacdo entre bioemulsificante BE4ACK e dleo essencial de Melaleuca,
inibiram o crescimento de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 e S. aureus ATCC
25923. Essa emulsdo também foi capaz de reduzir e erradicar a formagdo de biofilme em
superficie de poliestireno e poliuretano de dispositivo medicos. Diante dos resultados, verifica-
se que o bioemulsificante BE4ACK pode representar uma nova fonte de agentes antimicrobianos
e antibiofilme para desenvolvimento biotecnolégico.

Palavras-chave: Levedura; Candida krusei; Frutos; Biossurfactante; Bioemulsificante; Oleo
essencial de Melaleuca.



ARAUJO, Jessica Mayara Mendes. Bioprospecting of yeasts with biotechnological potential
for the production of surface active compounds Thesis (Biodiversity and Biotechnology of
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Maranhéo, 2023.

ABSTRAT

Surface active compounds (CAS) of microbial origin, with biosurfactant and bioemulsifying
properties, have become an active group of biomolecules with potential use in a variety of
industrial and biotechnological applications. In this sense, the present study aimed to isolate
from fermented fruits with potential for the production of CAS of biological origin. The tests
were carried out using yeasts in submerged cultivation in a rotating incubator. The influence of
temperature, pH and salt concentration factors was proven. The best result was sought by
monitoring production through substrate consumption, reduction of surface tension (ring
method) and emulsification activity (E24). The CAS was selected and characterized by gas
chromatography. The growth and production kinetics of CAS were proven, in addition, the
antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activity of CAS was evaluated. The results obtained
found that the CAS products were identified as Candida krusei (n=6) and Candida metapsilosis
(n=7). Candida krusei M4CK isolated from the Byrsonima crassifolia fruit, popularly known
as murici, was more efficient in the production of CAS. The compound showed a reduction in
surface tension from 72 mN/m* to 44 mN/m™ and was characterized as a bioemulsifier
(BE4CK). An E24 equal to or greater than 50% was found in all carbon sources such as olive,
sunflower and post-frying oils, and hydrocarbons such as kerosene, hexane and hexadecane.
BE4CK had 9-octadecenoic acid as the main fatty acid and the monosaccharides were mannose
and glucose. E24 was related to the growth phase. The stability of the emulsions was maintained
over a wide range of temperatures, pH and salinity. BE4CK (25 mg/mL) did not show
antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. The
compound BE4CK showed, at all concentrations (25 mg/mL to 1.56 mg/mL), significant
inhibitory activity on biofilm formation by S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 and
P. aeruginosa ATCC 27853. In addition Furthermore, treatment with BE4ACK demonstrated
significant eradication for pre-formed biofilms by S. aureus ATCC 25923. The BE4ACK
compound showed no toxicity in VERO cells and Tenebrio molitor larvae. The OMBECK
emulsion, resulting from the combination of BE4CK bioemulsifier and Melaleuca essential oil,
inhibited the growth of E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 and S. aureus ATCC
25923. This combination was also able to reduce and eradicate the formation of biofilm on
polystyrene and polyurethane surfaces of medical devices. Given the results, it appears that the
BE4CK bioemulsifier can represent a new source of antimicrobial and antibiofilm agents for
biotechnological development.

Keywords: Yeast; Candida krusei; Fruits; Biosurfactant; Bioemulsifier; Melaleuca essential

oil.
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo capazes de produzir diversos compostos ativos de superficies
(CAS), constituidos por porcdes hidrofilicas e hidrofobicas. Estas caracteristicas estruturais
permitem-lhes a capacidade de interagir com superficies e tensdes interfaciais, formar micelas
e emulsionar substancias imisciveis (Ahmadi-Ashtiani et al., 2020; Phulpoto et al., 2020).

Por apresentarem propriedades de interferir e modificar superficies, os biossurfactantes
(BS) e bioemulsificantes (BE) sdo denominados de CAS (Adetunji et al., 2021). Embora essas
biomoléculas sejam anfifilicas e produzidas por diferentes espécies de micro-organismos,
apresentam diferencas entre si, principalmente com base em suas propriedades fisico-quimicas
e papéis fisioldgicos. A diferenca existente na composic¢éo quimica dessas moléculas contribui
para o desempenho de funcdes especificas na natureza e aplicacdes biotecnologicas (Uzoigwe
etal., 2015).

Nos ultimos anos, a producdo de CAS tem atraido a atencdo devido as suas diversas
aplicabilidades, tais como capacidade de desempenhar um importante papel na solubilidade de
compostos insolGveis em agua, na ligacdo de metais pesados, dessorcdo de contaminantes, na
patogenia bacteriana, na adesdo e agregacdo celular (Ceresa et al., 2019; Md. Badrul et al.,
2019; Durval et al., 2020; Yamasaki et al., 2020; Sun et al., 2021). Além dessas caracteristicas,
os CAS apresentam varias vantagens sobre os surfactantes sintéticos, por exemplo, baixa
toxicidade, menor Concentracdo Micelar Critica (CMC), maior biodegradabilidade e
aceitabilidade ecoldgica (Sharma et al., 2018).

Essas moléculas sdo capazes de exibirem atividades antibacterianas, antifungicas,
antivirais e antitumorais (Yuan et al., 2018; Ceresa et al., 2019; Gaur et al., 2019; Kim et al.,
2021; Guillén-Navarro et al., 2023). As propriedades de atividades antiadesivas e antibiofilme
também sdo caracteristicas importantes, uma vez que podem inibir a adesdo e a colonizagdo por
micro-organismos patogénicos, bem como para remover biofilmes pré-formados na borracha
de silicone e outros instrumentos biomédicos (Ceresa et al., 2020).

Por conseguinte, os CAS tém atraido interesse significativo na elaboracdo de emulstes
e nanoemulsdes, considerando diversas caracteristicas fisicas e quimicas (Huang et al., 2021).
Esses agentes emulsificantes evitam a coalescéncia das goticulas, diminuindo a tensdo
interfacial, assim podem ser usados para reduzir a volatilidade, aumentar a estabilidade,
aumentar a bioatividade e prolongar a vida util de 6leos essenciais para diferentes aplicacdes,

como alimentos, cosméticos e preparacdo de formulacfes farmacéuticas (Huang et al., 2021).
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As emulsdes 6leo-em-agua sdo sistemas de entrega eficientes para compostos oleosos, como
0leos essenciais, dispersando a fase lipidica como uma dispersao coloidal (Atakpa et al., 2022).

Outro fator relevante em relacéo aos CAS é a sua producdo por uma variedade de micro-
organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Parthipan et al., 2018; Senna
etal., 2018; Yalcin et al., 2018). As leveduras tém sido constantemente utilizadas como agentes
fermentadores de CAS, por apresentarem status geralmente considerado seguro (GRAS).
Organismos pertencentes a essa classe ndo oferecem riscos de toxicidade ou patogenicidade, o
que permite suas aplicagcdes nas industrias farmacéuticas e alimenticias sem restricdes (Santos
et al., 2016; Yalcin et al., 2018).

No cenério atual, as leveduras tém sido consideradas como as moléculas do futuro, por
apresentarem um status GRAS e sintetizarem CAS que atuam tanto no campo da
biorremediacdo quanto no bioldgico. Diversos estudos tém demonstrado que 0s compostos
tensoativos produzidos por esses micro-organismos apresentam potenciais aplicagdes
biomédicas, uma vez que exibem atividades antibiofilme, antibacteriana, anticancerigena,
larvicida e imunomoduladora (Franco et al., 2017; Haque et al., 2017; Li et al., 2017).

Diante desses potenciais, € importante que se tenha isolados microbianos com grande
potencial de producdo desses compostos. Anteriormente, foi demonstrado que leveduras
isoladas de ambientes podem produzir emulsificantes que apresentam grande estabilidade de
emulsdes (Monteiro et al., 2010).

Considerando a aplicabilidade fungica em biotecnologia, torna-se necessario estudar a
diversidade de leveduras associadas a frutas e o estudo de suas moléculas com potencial para
atender diversas areas de aplicacGes, principalmente, as biomédicas e farmacol6gicas. A
hipdtese deste estudo situa-se no fato de que as leveduras, isoladas de frutos, podem ser um
micro-organismo eficiente para a producdo de compostos ativos de superficie com potencial
biotecnoldgico. Caso a hipotese esteja correta, a utilizacdo deste micro-organismo na produgédo
de CAS contribuira para a producao de novos bioprodutos com propriedades biotecnolégicas e
bioldgicas, além de acarretar uma reducdo consideravel no custo de producdo de
biossurfactantes e bioemulsificantes.

Neste contexto, 0 presente estudo tem o objetivo de avaliar os bioprocessos envolvidos
na producdo de CAS considerando toda a cadeia de inovagédo, desde fontes de isolamento e
testes de selecdo de micro-organismos, parametros de cultivo, otimizacdo de processos através
de ferramentas estatisticas e aléem de seu potencial para a formulacao de produtos comerciais.
Sob essa perspectiva, pretendeu-se descobrir com eficiéncia novas substancias e dessas

desenvolver novos bioprodutos, agregando dessa forma valor a biodiversidade.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e selecionar leveduras isoladas de frutos com potencial de producdo CAS

tecnologicamente aplicaveis, considerando suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar leveduras produtoras de CAS presente nos frutos Anacardium occidentale,
Byrsonima crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis;

e Selecionar a levedura que produz CAS com maior capacidade emulsificante;

e Caracterizar a composicdo bioquimica e classificar os CAS como bioemulsificante e/ou
biossurfactante;

e Descrever o perfil de acidos graxos dos CAS produzidos;

e Relacionar o crescimento de leveduras com a atividade emulsificante;

e Caracterizar o CAS com relagdo estabilidade a diferentes PH, concentragdes de sais € a
altas temperaturas;

e Verificar a formacao de emulsdo do CAS com o6leo essencial de Melaleuca;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana do CAS e de sua combina¢&o com 6leo essencial de
Melaleuca frente a células planctonicas e sésseis de bactérias;

e Avaliar a toxicidade dos CAS em células VERO e larvas de Tenebrio molitor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas que contém uma cauda, que € insoluvel em agua,
apresentando grupos hidrofobicos e uma cabeca hidrossoltuvel com grupos hidrofilicos. Essas
moléculas, ao serem produzidas por meios quimicos, sdo conhecidas como surfactantes
sintéticos (Aguirre-Ramirez et al., 2021). As propriedades anfifilicas desses compostos
conferem solubilidade em solventes polares e apolares, resultando em propriedades
tensoativas. Os surfactantes sdo geralmente classificados de acordo com sua carga idnica da
cabeca polar, podendo ser dos tipos ndo idnicos, anibnicos, catidnicos ou zwitteribnicos
(anfoteros) (Schinkel et al., 2022).

A porcdo hidrofilica dessas moléculas contém atomos de oxigénio, enxofre, nitrogénio
e fosforo, que aparecem em diversos grupos funcionais como alcool, tiol, éter, ester, acido,
sulfato, sulfonato, fosfato, amina, amida, etc., enquanto a parte hidrofébica € tipicamente uma
parafina, cicloparafina ou hidrocarboneto aromatico, que pode conter halogénios. Em virtude
da bipolaridade, as moléculas anfifilicas ndo sdo estaveis em solventes polares ou
organicos. Para atender a ambos os tipos de afinidades, a porcéo hidrofilica deve estar rodeada
por um solvente polar, enquanto a porcéo hidrofébica deve estar em contato com um solvente
organico. Tais condicdes existem apenas entre duas fases imisciveis (Khan et al., 2015).

Essas caracteristicas sdo determinantes para o aparecimento e estabilidade de emulsdes
ou espumas, onde o0s tensoativos sdo capazes de reduzir a tensdo superficial. Tal capacidade
permite a mistura de moléculas hidrofilicas com hidrofobicas, através da formacéo de estruturas
denominadas micelas que permitem a associacao de ambos os tipos de moléculas em uma Unica
fase (Posa et al., 2019). Essas micelas correspondem a um agregado de surfactantes, que se
forma a partir de uma determinada concentracdo, denominada de concentragcdo micelar critica
(CMC), que constitui uma propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante a uma dada
temperatura e concentracdo eletrolitica (Al-Soufi; Novo, 2021).

Em virtude dessas caracteristicas, os surfactantes sdo usados em uma ampla gama de
aplicacfes industriais. Na agricultura, os agentes fitossanitarios sdo aplicados na forma de
nanoemulsdo emulsificante espontanea empregada com concentracdes de surfactantes para
atividade inseticida (Zeng et al., 2019; Feng et al., 2020). Ha tempo sdo utilizados nas
indUstrias cosmética e alimenticia, bem como na area médica, como solucdes de limpeza e/ou
bactericidas (Adu et al., 2020).
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Ademais, nos processos de mineracdo, eles desempenham um papel importante na
remediacdo de ferro, zinco e uranio (Slizovskiy et al., 2011; Mao et al., 2015). Na inddstria
petrolifera, tém sido utilizados para auxiliar problemas causados pelas operac6es de perfuracéo
até o acondicionamento dos produtos acabados; visto que o petréleo bruto extraido chega a
superficie na forma de uma emulsdo 4gua em 6leo, o que torna essencial a remocao ou separacao
do teor de &gua (Marquez et al., 2019).

Os tensoativos quimicos sdo derivados de componentes ndo biodegradaveis e, em alguns
casos, podem causar sérios problemas ao meio ambiente. Surfactantes em aguas residuais sao
dificeis de remover devido as suas propriedades moleculares, de modo que um teor residual de
surfactante permanece ap0s o tratamento e € descartado. Assim, tendem a aumentar a
disseminacéo de outros poluentes, como metais pesados, que causam problemas adicionais ao
ecossistema (Johnson et al., 2021).

Esses materiais destroem popula¢Ges microbianas aquaticas, danificam peixes e outras
formas de vida aquatica e reduzem a eficiéncia de conversao de energia fotoquimica das plantas.
Além disso, a exposicdo prolongada de bactérias do ambiente a surfactantes, também pode levar
a resisténcia bacteriana de forma semelhante a observada para antibidticos (Johnson et al.,
2021).

A producéo global de surfactantes foi relatada em 7 milhdes de toneladas por ano ha 20
anos, aumentando para 12,5 milhdes de toneladas em 2006 e para 14,1 milhées em 2017, com
um crescimento previsto de 18% até 2022. Em 2019, o tamanho do mercado de surfactantes era
de 39.901 milhdes de délares em todo 0 mundo e deve crescer para 52.417 milhGes de ddlares
até 2025 (Johnson et al., 2021). No entanto, esse aumento crescente de tais agentes tensoativos
sintéticos é preocupante, visto que sdo geralmente tdxicos, dificeis de serem decompostos e
causam impactos ambientais.

Nos ultimos anos, tais problemas tém motivado a comunidade cientifica a buscar
surfactantes mais ecologicamente corretos, como os obtidos por meio da producdo microbiana,
conhecidos como biossurfactantes (Guillén-Navarro et al., 2023). Em virtude da preocupacao
com 0 meio ambiente por parte dos consumidores e da nova legislacdo de controle ambiental,
0 desenvolvimento de tensoativos naturais como alternativa aos produtos existentes ganhou

destaque.
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2.2 Compostos ativos de superficie de origem biolédgica

Os microrganismos tém a capacidade de fabricar diversos compostos tensoativos (CAS)
com componentes hidrofilicos e hidrofobicos. Essas propriedades estruturais possibilitam a
interacdo com as tensOes superficiais e interfaciais, a formagao de micelas e a emulsificacéo de
substancias (Araujo et al., 2022).

Assim como mostra a figura 1, os biossurfactantes (BS) e bioemulsificantes (BE) sdo
considerados CAS devido a sua capacidade de interferir e modificar superficies. Por serem
anfifilicas e produzidas por diferentes micro-organismos, essas biomoléculas possuem
diferentes propriedades fisico-quimicas e fungdes fisioldgicas, o que contribui para suas
funcOes especificas na natureza e aplicacdes biotecnologicas. Recentemente, a producdo de
CAS tem recebido ampla atencdo devido as suas diversas aplicagbes, como dissolucdo de
compostos insoluveis em &gua, ligagdo de metais pesados, dessor¢do de contaminantes, inibicéo
da patogénese bacteriana, adeséo e agregacao celular. Além disso, os CAS também apresentam
diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos, como baixa toxicidade, menor concentracao
micelar critica (CMC), maior biodegradabilidade e aceitabilidade ecoldgica (Araujo et al.,
2022).

Figura 1-Diferentes propriedades de compostos ativos de superficies de
origem microbiana.

A B

Reducio da tenséo
Gota liquida CASs superficial

’/

Concentracgéao critica micelar (CMC)

Q- Oleo
CASs
x %Agua
Emulsificacédo de

oleo

Lise da parede celular

A) Atividade de tensdo superficial. B) Formacdo de micelas. C) Atividade de
emulsificagdo. D) Atividade antimicrobiana. Fonte: de autoria propria.
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2.2.1 Biossurfactantes

Biossurfactantes (BS) sdo compostos microbianos de baixo peso molecular sintetizados
extracelularmente ou estdo ligados a membrana celular de varios micro-organismos, como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Zdarta et al., 2019; Silva et al., 2021; Lin et al.,
2022). Eles podem ser produzidos sob condi¢cBes ambientais versateis e extremas, sua
composic¢do quimica depende do micro-organismo produtor, das matérias-primas e condicoes
do processo (Md. Badrul et al., 2019).

Os BS séo moleculas anfifilicas com uma por¢édo hidrofobica que apresenta uma cadeia
de hidrocarbonetos contendo alcoois graxos saturados ou insaturados e hidroxilados ou acido
graxo, e outra porcdo hidrofilica que é constituida por grupos hidroxila, fosfato ou carboxila,
ou por carboidratos (como mono-, oligo- ou polissacarideos) ou fracdes peptidicas (Uzoigwe et
al., 2015; Nayarisseri et al., 2019). Independentemente de suas contrapartes quimicas, 0s
biossurfactantes sdo geralmente classificados com base no peso molecular, concentracéo
micelar critica (CMC), micro-organismo produzido e seu modo de acdo (Lin et al., 2022).

Esses compostos constituem um grupo produzido biologicamente que apresenta em sua
estrutura diversas moléculas anfipaticas, capazes de se agrupar na interface entre duas fases
com graus de polaridade diferentes entre si. Essas interfaces podem ser liquidas/liquidas (6leo-
agua), liquido/géas (agua-ar) ou sdélido/liquido (metal-4gua). A natureza anfipatica dos BS 0s
torna proficientes na formacdo de microemulsdes, reduzindo a tensao interfacial entre duas
fases e, portanto, aumenta a solubilidade de uma fase em outra (Khanna et al., 2023).

CAS de baixo peso molecular sdo reconhecidos pela excelente atividade superficial,
reducdo da tensdo superficial e interfacial entre as diferentes fases, baixa CMC e estabilizacdo
de emulsdes (Eras-Mufioz et al., 2022). Conforme a sua natureza bioquimica, classificam-se
como glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas ou acidos graxos e polimeros de fosfolipidios.
Os glicolipideos e lipopeptideos sdo os BS mais frequentemente produzidos (Sharma et al.,
2022; Khanna et al., 2023).

Os glicolipideos (GL) consistem em mono ou oligossacarideos e uma porcdo lipidica,
em que diferentes agucares (glicose, manose, galactose, acido glucurénico ou ramnose) estao
ligados a &cidos graxos saturados ou insaturados, acidos graxos hidroxilados ou alcoois
graxos. Desse grupo, os mais bem explorados sdo soforolipideos, manosileritritol-lipideos,
trealolipideos e ramnolipideos (Takur et al., 2021). Geralmente sdo produzidos por Starmerella
bombicola (Qazi et al., 2022), Pseudozyma spp (Cereza et al., 2020; Saika et al., 2019),
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Rhodococcus (Luong et al., 2018) e Pseudomonas sp. (Mahjoubi et al, 2021; Sabarinathan et
al., 2020), respectivamente.

Ja os lipopeptideos (LP) sdo constituidos por ciclopeptideos com aminoéacidos ligados a
acidos graxos de diferentes comprimentos de cadeia e os principais BS dessa composicao
quimica sdo surfactina, iturina e fengicina (Hu et al., 2019; Habe et al., 2019; Carolin et al.,
2020). Estes BS sdo produzidos por varios tipos de micro-organismos, principalmente por
aqueles que fazem parte dos géneros Bacillus (Denoirjean et al., 2021), Lactobacillus (Singh et
al., 2021), Streptomyces sp (Zambry et al, 2021), Pseudomonas (Pardi et al., 2022)
e Serratia (Dos Santos et al., 2021).

Os produtores de BS habitam diferentes ambientes, tais como a 4gua (doce, subterranea
e do mar) e a terra (solo, sedimentos e mangues). Além disso, eles podem ser encontrados em
ambientes extremos (reservatorios de petroleo) e crescer em diferentes variacdes de
temperaturas, valores de pH e salinidade (Chirwa e Bezza, 2015; Elkhawaga, 2018; Elakkiya
et al., 2020).

Os micro-organismos produtores de biossurfactantes sao geralmente heterétrofos, uma
vez que precisam de fontes de carbono, nitrogénio, minerais, vitaminas, fatores de crescimento
e agua para crescer e produzir seus metabolitos (Nurfarahin et al., 2018). Constantemente,
fontes de carbono como carboidratos, 6leos e gorduras, e grupos de hidrocarbonetos sao
frequentemente usados na producao de biossurfactantes. Dentre essas fontes, tem-se a glicose,
que pode ser facilmente metabolizada por micro-organismos através da via da glicélise para a
geracdo de energia e é comumente relatada como fator de maior rendimento do produto
(Elkhawaga, 2018).

Outro aspecto relevante é a sua natureza anfipatica, a qual permite aos BS a capacidade
de misturar fluidos imisciveis, reduzir as tensbes superficiais e interfaciais, além de causar a
solubilidade de compostos polares em solventes ndo polares (Liu et al., 2015). Tais
caracteristicas exibem intmeras propriedades, como espuma, dispersdo, umedecimento,
emulsificacdo, desemulsificacdo e revestimento, que os tornam adequados para serem aplicados
nas tecnologias de remediacdo fisico-quimica e bioldgica de contaminantes organicos e
metélicos (Almeida et al., 2016).Diversos biossurfactantes exibem atividades antibacteriana,
antifungica, antiviral ou antitumoral, tornando-as alternativas potenciais para agentes
terapéuticos convencionais em muitas aplicacdes biomédicas (Abdelli et al., 2020; Ohadi et al.,
2020).

Apesar de os BS apresentarem uma multifuncionalidade e eficiéncia na sua

aplicabilidade em diferentes areas, sua producéo tem sido um desafio. Visto que muitas vezes
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seu bioprocessamento é ineficiente e a utilizacdo de substratos caros torna a sua producao
onerosa (Singh, Patil, Rale et al., 2019). Assim, estratégias de otimizacdo econdmicas de
bioprocesso e alto rendimento sdo essenciais para uma producdo de baixo custo e ampla

comercializacdo do produto.

2.2.2 Bioemulsificantes

Diferentemente dos BS, os bioemulsificantes (BE) sdo compostos de alto peso
molecular que ndo reduzem necessariamente a tensdo superficial ou interfacial, porém, séo
capazes de emulsificar, mesmo em baixas concentracgdes, dois liquidos imisciveis (Bhaumik et
al., 2020). Quimicamente, consistem em misturas complexas de heteropolissacarideos,
lipopolissacarideos, proteinas, glicoproteinas ou lipoproteinas, que lhe garantem melhor
potencial de emulsificacdo e capacidade de estabilizar emulsdes (Rosenberg e Ron, 1999;
Uzoigwe et al., 2015; Ortega et al., 2018).

Os BE sdo sintetizados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, isolados de solo
contaminado, mangue, agua do mar, &gua doce e pele humana (Patil et al., 2001; Fan et al.,
2017; Adetunji et al., 2019; Marques et al., 2020). Dentre esses CAS, 0s mais estudados sdo
emulsano, alasan, liposan, manoproteina e outros complexos de proteina polissacaridica
(Rosenberg, 1986; Mujumdar et al., 2019).

Embora existam inimeros relatos sobre a producédo de BE e BS por diferentes bactérias,
0 género Acinetobacter spp. adquiriu atencdo especial entre todos. Isso ocorre porque é o
primeiro membro conhecido para a producao de bioemulsionante emulsano, biodispersano e
alasan. Esses compostos sdo os melhores exemplos de BE comercialmente produzido
por Acinetobacter spp. Esses BEs séo usados principalmente na recuperagdo microbiana de
6leo e na biodegradagdo de compostos toxicos (Mujumdar et al., 2019).

Em contraste com os surfactantes sintéticos, essas biomoléculas apresentam muitas
vantagens, uma vez que sdo ecologicamente corretos, biocompativeis, menos tdxicos, com
maior biodegradabilidade e ativos em temperaturas, pH e salinidade extremos. Além disso, 0s
bioemulsificantes podem ser produzidos a partir de substratos renovaveis de baixo custo, como
residuos industriais, 6leos vegetais e hidrocarbonetos (Marques et al., 2020; Adetunji et al.,
2021).

Grande variedade de fontes de carbono é utilizada na producéo de bioemulsificantes,
como etanol, n-hexadecano, petroleo bruto, glicose, acido lactico, metilnaftaleno, peptona, n-

heptadecano, 6leo comestivel, dleo de azeitona, glicerol e 6leo C-pesado (Gudifia et al., 2015).
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A producdo convencional de BE microbiano ainda é onerosa, um dos fatores que mais
contribuem para o alto custo corresponde a utilizacdo de fontes nutricionais sintéticas. Diante
disso, tem-se procurado por estratégia promissora para viabilizar economicamente o custo do
processo, a exemplo da insercdo de fontes nutricionais renovaveis a partir de residuos e
subprodutos agroindustriais. Neste sentido, diversos substratos alternativos de baixo custo,
como 6leo de soja residual de fritura e licor de maceragdo de milho, sdo explorados como
substitutos de fontes sintéticas de carbono e nitrogénio (Marques et al., 2020).

Apesar de suas vantagens potenciais, alguns obstaculos impedem as aplicacdes praticas
de BE, incluindo baixos rendimentos e altos custos de purificacdo. Para resolver esses
problemas, muitos pesquisadores tém se esforcado para produzir e explorar bioemulsificantes
mais eficientes, que podem ser usados em baixas concentra¢des (Tao et al., 2019).

Os BE tém a capacidade de formar emulsGes e dispersdes muito estaveis, além disso,
permanecem ligados as interfaces das goticulas e podem reemulsionar mesmo pela adi¢éo ou
substituicdo de solvente novo sem se diluir. Devido a estas vantagens, os bioemulsificantes séo
preferidos aos biossurfactantes para suas aplicacdes nas industrias de cosméticos e alimentos
(Kumari et al., 2023).

Os bioemulsificantes sdo mais empregados em biorremediacéo, recuperacgao aprimorada
de 6leo, limpeza de tubos contaminados com 6leo, entre outros. Além disso, os emulsificantes
sdo amplamente utilizados na inddstria de alimentos e medicamentos (Fenibo et al., 2019;
Sharma et al., 2023).

2.2.3 Micro-organismos produtores de compostos ativos de superficie

Ao longo dos anos, tem havido um esforco incessante na busca de micro-organismos
com potencial para produzir metabodlitos secundarios com propriedades tensoativas ou
emulsificantes. A quantidade de producdo de biossurfactante ou bioemulsificante é
influenciada pelo tipo de micro-organismos e suas fontes. A tabela 1 ilustra uma lista de alguns

micro-organismos produtores de compostos ativos de superficie.
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Tabela 1- Micro-organismos produtores de compostos ativos de superficie.

Micro-organismos Biossurfactante / Referéncia

bioemulsificante

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 Emulsan Goldman et al., 1982
Acinetobacter radioresistens KA53 Alasan Toren et al., 2001
Acinetobacter junii B6 Surfactina / Fengicina Ohadi et al., 2018
Acinetobacter junii BD Raminolipideos Dong et al., 2016
Acinetobacter calcoaceticus A2 Biodispersano Rosenberg et al., 1988
Bacillus nealsonii cepa S2MT Surfactina Phulpoto et al., 2020
Bacillus subtilis 3ANA Surfactina Klausmann et al.,2021
Bacillus Tailandiaensis E264 Ramnolipideos Diaz et al., 2016
Bacillus velezensis Iturina, surfactina e fengicina Kim et al., 2020
Candida keroseneae GBME-IAUF-2 Soforolipideos Ganji et al., 2020
Candida lipolytica UCP 0988 Rufisan Rufino et al., 2011
Lactobacillus sp. Surfactina, iturina e liquenisina Nelson et al., 2020
Pseudomonas aeruginosa SG Ramnolipideos Zhao et al., 2020
Pseudomonas fluorescens SBW25 Viscosina Bonnichsen et al., 2015
Pseudomonas sp. S2WE Ramnolipideos Phulpoto et al., 2021
Serratia sp. Cepa ZS6. Serrawettina. Hu et al., 2018
Yarrowia lipolytica IMUFRJ50682 Yansan Amaral et al., 2006
Trichosporon mycotoxinivorans CLA2 ~ Complexo lipidico-polissacarideo Monteiro et al., 2012

2.2.3.1 Leveduras produtoras de compostos ativos de superficie

As leveduras, micro-organismos eucarioticos, tém sido utilizadas em diferentes
indUstrias devido a sua diversidade de aplicagdes, tanto para fermentacao quanto para producdo
de metabdlitos especificos. As leveduras, sejam ascomicetos ou basidiomicetos, sdo definidas
como micro-organismos unicelulares geralmente caracterizados por brotamento ou fissdo como
o0 principal meio de reproducdo assexuada, e com estados sexuais que ndo séo limitados em
corpos de frutificacdo (Kurtzman et al., 2011; Shruthi et al., 2022).

Esses micro-organismos sdo capazes de produzir diversos compostos que tém sido
utilizados em nosso cotidiano hd mais de décadas. As leveduras, por serem unicelulares, livres
de endotoxinas e passiveis de manipulacdes genéticas, merecem atencdo especial no
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos (Jezierska et al., 2018).

Neste contexto estdo inseridos os biossurfactantes produzidos por leveduras, uma vez
que o critério de vantagem é o baixo risco associado aos produtos obtidos a partir do
metabolismo de leveduras, ou seja, todas as moléculas sdo geralmente consideradas seguras
(GRAS). Este parametro é utilizado para identificar substancias que foram avaliadas como
ingredientes em produtos e consideradas seguras. A maioria das substancias que foi classificada

como GRAS sdo ingredientes muito comuns, como cloreto de sodio, que incluem substancias
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como emulsificantes, surfactantes e agentes umectantes ou aderentes. Além disso, a producéo
de biossurfactantes tem aumentado constantemente. Isso se deve a sua diversidade de atuacao,
natureza biodegradavel e producédo por fermentacdo (Campos-Takaki et al., 2010).

Dentre os principais CAS produzidos por espécies fungicas, incluem-se os glicolipideos
(GL) e os soforolipideos (SL), sintetizados principalmente por leveduras ndo patogénicas, por
exemplo, Candida batistae, C. apicola, Starmerella bombicola, Rhodotorula bogoriensis,
Wickerhamiella domercqgiae e Rhodotorula babjeyae (Liu et al., 2016; Jezierska et al., 2018).
Biossurfactantes SL produzidos por leveduras oferecem resisténcia térmica, atividade
antioxidante e nenhum risco de patogenicidade, ilustrando seu uso promissor em formulagoes
de alimentos (Ma et al., 2019). Outro grupo de grande relevancia de glicolipideos sdo 0s
manosileritritol-lipideos, CAS produzidos em grandes quantidades por Pseudozyma
antarctica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma rugulosa e P. parantarctica (Kitamoto et al.,
2021).

Bioemulsificantes também sdo sintetizados por leveduras, tais como Torulopsis
petrophilum, T. apicola, P. rugulosa, P. aphidis, Kurtzamanomyces sp., Kurtzanimyces sp. I-
11, Debaryomyces polymorphud, Saccharomyces cerevisae, Kluyveromyces marxianus e
Rhodotirula glutinis (Alizadeh-Sani et al., 2018).

As caracteristicas dos CAS serem secretados por leveduras ndo patogénicas, alto
rendimento e excelentes propriedades de reducdo de superficie e atividades biologicas, 0s
tornam compostos ativos de superficie alternativos ecologicamente corretos comparados aos

surfactantes sintéticos (Ma et al., 2019).

2.2.4 Aplicacgdes biotecnologicas de compostos ativos de superficie de origem microbiana

Os CAS possuem diversas propriedades funcionais distintas (Figura 2), incluindo
emulsificacdo, umectacdo, formacdo de espuma, inibicdo de corrosdo, dispersdo, limpeza,
atividade de superficie. Estas propriedades os tornam um candidato adequado para diversas
aplicacdes biotecnoldgicas, como biorremediacdo, recuperacdo de Oleo aprimorada; como
aditivos em produtos de limpeza e formulagdes para lavanderia, e como agentes estabilizadores
de emulsdes nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica (Adetunji et al., 2021). Devido
as suas qualidades antibacterianas, antiadesivas e inibidoras de enzimas, os CAS tém sido
empregados nos setores médico e farmacéutico para diversos fins terapéuticos (Kumari et al.,
2023).
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Figura 2- Tipos de compostos ativos de superficies de origem microbiana, caracteristicas
e aplicacGes biotecnoldgicas.
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2.2.4.1 Industria

2.2.4.1.1 Petrolifera

O petréleo é um dos mais importantes recursos energéticos e matéria-prima da industria
quimica. O mundo depende do petrdleo e o seu uso como combustivel tem contribuido para um
intenso desenvolvimento econdémico. Embora as plataformas petroquimicas e as refinarias de
petroleo proponham beneficios para a sociedade, elas produzem uma grande quantidade de
residuos perigosos e toxicos. Além disso, derramamentos de Oleo durante a exploracéo,
transporte e refino desse recurso tém causado sérios problemas ambientais (de Céssia et al.,
2014).

Os biossurfactantes secretados por micro-organismos parecem ser promissores na
degradacdo do petroleo bruto. Varias espécies microbianas foram identificadas para produzir
biossurfactantes, cujas estruturas quimicas variam amplamente. Esses surfactantes incluem
ramnolipideos (RL) produzidos por Pseudomonas sp. (Rehman et al., 2021); soforolipideos
produzidos por Candida bombicola (Elshafie et al.,, 2015); surfactina de Bacillus
velezensis (Guimardes et al., 2021); lipopolissacarideos produzidos por Acinetobacter sp (Bao

et al., 2016) entre outros.
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Os bioemulsificantes, tensoativos de alto peso molecular, apesar de ndo serem eficazes
na reducdo de tensdes interfaciais, possuem excelente capacidade de estabilizar emulsdes 6leo
em agua. Essas biomoléculas se ligam firmemente as goticulas de 6leo e formam uma barreira
eficaz que impede a coalescéncia das gotas. Dentre os bioemulsificantes, o emulsano €
caracterizado como 0 mais poderoso e tem aplica¢fes potenciais na industria do petrdleo,
incluindo a formacéo de emulsdes 6leo-agua para reducdo da viscosidade durante o transporte
por dutos (Céssia et al., 2014; Fenibo et al., 2019).

2.2.4.1.2 Alimenticia, cosmética e farmacéutica

Os compostos ativos de superficies desempenham papeis importantes em formulacfes
devido as suas diversas propriedades, como capacidade umectante, solubilizante, emulsificante
e espumante, além de detergéncia (Ferreira et al., 2017). A emulsificacdo tem sido uma
tecnologia amplamente utilizada pelas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica para
estabilizar ou controlar a cinética de liberacdo de um ingrediente ativo ou aditivo para protecao
de produto. As emulsdes constituem misturas liquidas baseadas em uma fase aquosa e uma fase
oleosa, comumente estabilizadas por moléculas ou macromoléculas anfifilicas que estdo bem
estabelecidas na industria como surfactantes e emulsificantes. Esses compostos garantem
excelente estabilidade da emulsdo ao longo do tempo para aumentar a vida util dos produtos a
base de emulsédo, o que é um fator crucial para as industrias (Ferreira et al., 2023).

Diversos cosméticos sdo formulados com 6leos essenciais (OEs) de plantas em virtude
das suas propriedades oclusivas, emolientes e hidratantes na pele (Bialek et al., 2016). A
maioria desses produtos do ramo da cosmetologia a base de 6leo requer a presenca de um agente
estabilizante, como emulsificantes e/ou surfactantes, para obter boas emulsdes (Martin-Pifiero
et al., 2019). Por exemplo, Vecino et al (2015) mostraram que um glicolipopeptideo extraido
de Lactobaillus pentosus era um bom agente estabilizante de emulsdes 6leo em agua (O/A)
formuladas com 6leo de alecrim.

Essa técnica de emulsificacdo é um dos procedimentos mais eficientes para a
preservacao de 6leos essenciais, visto que a emulsdo é uma dispersdo termodinamicamente
instavel de dois liquidos imisciveis de polaridade diferente, hidrofobicidade e hidrofilicidade
diferentes (Martin-Pifiero et al., 2019). Perante essas caracteristicas, um dos liquidos forma
pequenas goticulas, que se dispersam na fase continua formada pelo outro liquido. A substancia
liquida que forma as goticulas é conhecida como fase dispersa (fase interna) e o liquido que
contem essas goticulas é a fase continua (fase externa) (Ferreira et al., 2023).
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Alem de ajudar a preservar as propriedades dos 6leos essenciais, as emulsdes também
ajudam a mascarar o sabor e o cheiro fortes tipicos. Essa mistura emulsionante entre 6leo e agua
(O/A) pode ser usada para evitar a evaporacdo dos componentes volateis e aumentar sua
solubilidade, reduzindo o problema hidrofébico (Chang et al., 2015).

Outra caracteristica importante resultante da combinacdo de moléculas bioativas
naturais com os 6leos essenciais é a potencializagdo de acdo antimicrobiana, uma vez que 0s
CAS podem alterar a morfologia e a estrutura das bactérias, resultando em aumento da
permeabilidade da membrana e perturbacédo da integridade da membrana (Cho et al., 2022).
Isso garante que essas biomoléculas penetrem nas membranas celulares e liberem materiais
intracelulares, causando rupturas nas membranas celulares e inibi¢do do crescimento de micro-
organismos (Sana et al., 2017). Nesse sentido, A estrutura anfifilica dos CAS pode promover
melhora na permeabilidade das membranas, favorecendo assim suas atividades bioldgicas entre
CAS e o0s OEs (Takahashi et al., 2012).

Zannoto et al (2023) demonstraram que emulsGes preparadas com o BS lipideo
manosileritritol e OEs de Thymus vulgaris e Lippia sidoides foram capazes de aumentar a
capacidade antimicrobiana e antioxidante das emulsdes contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Penicillium sp.,
Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum e Candida albicans.

Também ha evidéncias de que o sinergismo entre 6leos essenciais de orégano, canela,
arvore e lavanda com ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa, aumentou o
efeito antimicrobiano contra Candida albicans e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(Haba et al., 2014). Esses dados revelam que os CAS podem ter sua atividade potencializada
quando estabelecem uma relacdo de sinergismo com outros compostos.

Esse tipo de associacdo também é bastante utilizado na indUstria cosmética. Neste ramo,
ja foi demonstrado que a combinacdo entre soforolipideos e dleo essencial de palmarosa
resultou numa formulacdo cosmética autoconservante, com grande estabilidade e atividades
antioxidantes e antibacterianas eficazes contra S. aureus e Staphylococcus epidermidis (Filipe
et al., 2022). Esses dados demonstraram que os CAS tém potencial de utilizagdo em diversos
setores econdmicos, comprovando a versatilidade biotecnoldgica desta biomolécula e sua
importancia industrial.

Na industria alimenticia, as propriedades emulsionantes, espumantes, umectantes,
solubilizantes e antiadesivas dos CAS sdo excepcionalmente desejaveis (Silva et al., 2020). O
uso mais comum é na estabilizacdo de emulsGes para criar textura e cremosidade satisfatorias.

Além disso, sdo adicionados para retardar a aglomeracdo, solubilizar éleos aromaticos,



32

melhorar as propriedades organolépticas em produtos de panificacdo e formulagdes de sorvetes
e estabilizar a gordura durante a fritura (Sharma et al., 2023). Antes de serem aplicados em
produtos alimenticios, os biossurfactantes devem ser avaliados devido as suas propriedades
antimicrobianas e antiaderentes e a auséncia de toxicidade in vitro, numa perspectiva de reducéo
de custos de producdo e inovacgdes em surfactantes verdes (Pinto et al., 2023, Sharma et al.,
2023).

2.2.4.2 Agricultura

Pragas, patdgenos ou doencas de plantas sdo algumas das principais preocupac¢des dos
agrénomos, pesquisadores e comunidade cientifica. A fim de minimizar esses problemas,
pesticidas quimicos ou agroquimicos sdo bastante utilizados nesse meio. No entanto, o uso néo
distribuido e continuo de agroquimicos resulta na deposicao de residuos quimicos toxicos nos
alimentos, baixa qualidade de nutrientes e surgimento de patdgenos resistentes a agrotoxicos
(Kumar et al., 2021).

Para mitigar esses desafios, biossurfactantes tém sido frequentemente utilizados na
agricultura, principalmente para substituir os tensoativos sintéticos presentes em formulacGes
de defensivos agricolas e agroquimicos, para favorecer a expansdo da "quimica sustentavel" a
fim de reduzir e/ou eliminar impactos negativos sobre o meio ambiente e a saude humana
devido ao uso excessivo de compostos quimicos (Sarubbo et al., 2022). A adicdo de
biossurfactantes modula o mecanismo de ac¢éo, como antibiose, resisténcia sistémica induzida,
competicao e parasitismo de agentes de biocontrole (Sachdev et al., 2013).

Os patogenos de plantas ameacam o rendimento das culturas, afetam a qualidade e a
seguranca dos produtos agricolas. Para evitar esses danos, atividades antifungicas de
ramnolipideos tém sido descritas contra os patdgenos da espécie de Aspergillus flavus,
Aspergillus niger e Penicillum chrysogenum que afetam as culturas de plantas e causam
doencas agricolas, como doencas em cebola, milho e kiwi (Rodrigues et al., 2021; Zhéo et al.,
2021).

Além de garantir protecdo aos vegetais, essas biomoléculas podem promover o
crescimento de plantas. Lipopeptideos (LP) produzidos por Bacillus subtilis foram
caracterizados como potente agente promotor de germinagdo de sementes e crescimento de
plantas de Solanum lycopersicum (tomate), Pisum sativum (ervilha), Capsicum annum

(pimenta) e Lactuca sativa (alface) em altas concentragdes (Umar et al., 2021).
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O uso de biossurfactantes no campo agricola tem a finalidade de melhorar ou aumentar
a disponibilidade de micronutrientes para o solo. Além disso, a microflora nativa do solo ou
sistema vegetal usa essas moléculas de biossurfactante como fonte de energia para regular os
parametros fisiologicos das plantas e manter a salde e a qualidade do sistema vegetal (Kumar
et al., 2021). Verifica-se que o uso desses compostos tem contribuido para praticas agricolas

sustentaveis.

2.2.4.3 Biorremediagéo

A crescente contaminacdo do solo com metais pesados toxicos esta se tornando uma das
principais ameacas a0 meio ambiente e constitui uma das preocupacbes da comunidade
cientifica devido aos seus efeitos indesejaveis e manifestacdes toxicoldgicas em todo o mundo.

No solo, os metais pesados sdo definidos como metais de origem natural ou
antropogénica. Os metais pesados mais perigosos liberados no meio ambiente sdo arsénio (As),
cadmio (Cd), cromo (Cr), mercurio (Hg), zinco (Zn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e cobre (Cu).
Estes sdo classificados em dois grupos: aqueles que sdo perigosos para humanos, plantas ou
animais, e aqueles que, em baixas concentracdes, tém efeitos benéficos (Gutiérrez-Chavez et
al., 2021).

Para a descontaminacg&o e recuperagdo de ambientes poluidos por metais pesados, varias
abordagens fisico-quimicas, como adsor¢éo, precipitacdo quimica, remogao por nanomateriais,
osmose reversa, filtragdo por membrana e troca ibnica, tém sido convencionalmente
empregadas. No entanto, essas estratégias tém a sua aplicacao limitada e muitas vezes ndo sao
adequadas para remediagdo de metais pesados do ponto de vista ambiental e econémico, visto
que sdo processos de altos custos operacionais e de energia, e geracdo de grandes quantidades
de poluentes secundarios toxicos (Mishra et al., 2021).

Assim, estratégias de remediacdo ecoldgicas para remocdo desses poluentes sdo
essenciais no cenario atual. Neste contexto, inclui-se a remediacdo de metais pesados por
biossurfactante, este procedimento ocorre por associagdo do complexo com o0s residuos
metalicos de forma livre ou por acuimulo em uma interface de solucéo sélida, o que ocasiona a
interacdo direta do metal e do biossurfactante (Miller, 1995). Pelo processo de dessor¢éo, o
complexo biossurfactante-metal deixa as superficies do solo e forma micelas. O biossurfactante
pode ser precipitado e separado dos metais (Ravindran et al., 2020).

O papel dos LPs na remocdo de metais pesados do ambiente tem sido amplamente

divulgado. A surfactina, sintetizada por bactérias do género Bacillus, € capaz de remover cobre,
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chumbo, zinco, cromo e cadmio. A precipitacdo foi causada devido a neutralizacdo de carga
sobre a adicdo de cations metalicos na solucdo de biossurfactante anidnico ou vice-versa (Md
Badrul et al., 2019).

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas sp podem ser potencialmente usados
na remog&o de vanadio presente em solos (San et al., 2021). A propriedade de biorremediagdo
também foi descrita para soforolipideos produzidos por Starmerella bombicola OCGMCC
1576. Estas biomoléculas foram mais eficientes na remocdo de Cd e Pb na lavagem de solos
artificialmente contaminados do que os surfactantes sintéticos (Qi et al., 2018).

Além de remover metais pesados do solo, os biossurfactantes sdo capazes de reduzir
metais contidos em solug¢fes aquosas. Tal propriedade foi observada para um biossurfactante
produzido por Candida lipolytica, o qual promoveu uma reducdo acentuada de Cd e Pb em
solucdo aquosa (Santos et al., 2017). Diante deste contexto, verifica-se que a biorremediagédo
de metais pesados baseada em biossurfactantes € uma abordagem sustentavel e promissora
devido a sua capacidade de biodegradacdo, eficacia econémica e natureza ecologicamente

correta.

2.2.5 Propriedades bioldgicas de compostos ativos de origem microbiana

2.2.5.1 Atividades antimicrobiana

A descoberta dos antibiéticos no século passado é considerada um grande avango da
medicina, visto que 0 uso desses agentes antimicrobianos reduziu significativamente a
morbidade e a mortalidade associadas as infeccbes de origem microbiana. Fatores
antibacterianos e antifungicos podem reduzir e eliminar a viabilidade e o crescimento de
popula¢bes microbianas através de diversos mecanismos: (i) rompimento de membranas
extracelulares e / ou sua parede celular, (ii) inibicdo de expressao do gene, (iii) danos no DNA
ou (iv) manipulacédo de vias metabolicas importantes (Anestopoulos et al., 2020).

Aos agentes antimicrobianos, as bactérias adquirem resisténcia por varios meios: através
de transferéncia horizontal de genes entre elementos genéticos de diferentes cepas e do
ambiente que conferem resisténcia, e por mutacdes que, além de conferir resisténcia aos micro-
organismos, interferem nas fungdes celulares basicas (Melnyk et al., 2015; Lerminiaux,
Cameron et al., 2019).

As bactérias mais resistentes associadas a infecgBes hospitalares graves

sdo Enterococcus faecalis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
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Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. 0 que muitas vezes pode resultar em elevadas
taxas de mortalidade (Tacconelli et al., 2018). Além disso, outros micro-organismos como
Candida spp. também podem ser caracterizados como uma ameaca global a saude por
apresentarem resisténcia aos agentes antimicrobianos (Colombo et al., 2017; Kean, Ramage et
al., 2019; Kumar, 2020).

Taxas crescentes de resisténcia antimicrobiana, aliadas ao surgimento de novos
patdgenos microbianos, reforcam a necessidade pela busca de novos compostos
antimicrobianos para combater infec¢Ges por micro-organismos (Lai et al., 2021). Dentre essas
novas estratégias, os compostos com propriedades tensoativas sdo considerados agentes
antibioticos e desinfectantes promissores, bem como veiculos de liberagdo de antibi6ticos
devido as suas propriedades fisico-quimicas (Anestopoulos et al., 2020b). A maioria dessas
biomoléculas é capaz de romper as membranas externa e interna dos patdgenos, explorando
assim sua carga e hidrofobicidade. As vantagens do uso de CAS como antimicrobianos
englobam sua agéo bactericida de amplo espectro e a auséncia de mecanismos de resisténcia
dos patogenos (Anestopoulos et al., 2020b).

Os surfactantes catidnicos compreendem a maior categoria de surfactantes sintéticos
com acdo antimicrobiana, uma vez que apresentam um amplo espectro de atividades biotaticas
e biocidas contra patégenos plancténicos. A cadeia hidrofébica dos tensoativos catidnicos pode
penetrar na membrana da célula microbiana, o que interfere na continuidade da membrana e
nos processos metabolicos, assim ocasionando a morte celular (Zhou et al., 2016). Apesar de
exibirem eficiéncia antimicrobiana, principalmente contra as bactérias Gram-positivas (29-32
mm) como S. aureus e Bacillus subtilis, esses compostos exibem propriedades de
biodegradabilidade mais baixas do que os surfactantes naturais (Labena et al., 2020).

A literatura relata a eficacia antimicrobiana de CAS glicolipidicos produzidos por
micro-organismos. Dentre estes, os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosas
inibiram significativamente o crescimento de S. mutans UA159 e S. sanguinis ATCC10556, e
em concentracbes elevadas inibiram completamente o0 crescimento de A.
actinomycetemcomitans Y4 (Yamasaki et al., 2020).

Da mesma forma, a acdo sinérgica de dois biossurfactantes do tipo ramnolipideo
produzidos por Pseudomonas aeruginosa C2 e Bacillus stratosphericus A15 demonstrou
atividade bactericida através da ruptura da membrana de bactérias Gram-positivos e Gram-
negativas, tais como S. aureus ATCC 25923 e Escherichia coli K8813 (Sana et al., 2018). Em
virtude da acdo desses compostos, a membrana se desintegra, levando a penetragdo na parede
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celular e na membrana plasmatica pela formacdo de poros e subsequente vazamento de
materiais citoplasmaticos internos, levando a morte celular (Naughton et al., 2020).

Soforolipideos de leveduras Candida albicans SC5314 e Candida glabrata CBS138
mostraram propriedades antibacterianas contra bactérias patogénicas Bacillus subtilise e
Escherichia coli (Gaur et al., 2019). Além de apresentar atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, essa classe de biossurfactante também exibiu
atividade antifungica promissora contra um grupo consideravelmente amplo de fungos
patogénicos, Colletotrichum  gloeosporioides, Fusarium verticilliodes, Fusarium
oxysporum f. sp. pisi, Corynespora casiicola e Trichophyton rubrum (Sen et al., 2017).

A atividade antimicrobiana por CAS glicolipideos, é descrita como dependente do tipo
de glicolipideo e a forma como interagem com a membrana celular. Diaz de Renzo et al (2016)
demonstraram que ramnolipideos inibem o crescimento bacteriano na fase exponencial
enguanto os soforolipideos inibem o crescimento entre as fases exponencial e estacionaria.

CAS lipopeptidicos também tém sido citados como compostos de potencial
antimicrobiano. Essas biomoléculas correspondem aos componentes mais importantes dos
metabolitos sintetizados por muitas espécies do género Bacillus spp., que caracterizam as cepas
desse género como pecas fundamentais para o controle de doengas de plantas e seguranca de
alimentos (Perez et al., 2017; Chen et al., 2020; Wu et al., 2019).

Tipos de lipopeptideos antimicrobianos, como iturina, fengicina e surfactina, foram
identificados em Bacillus velezensis HC6. A surfactina mostrou fortes efeitos antibacterianos
contra Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, enquanto a fengicina e iturina foram
responsaveis por inibir o crescimento de fungos patogénicos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, Aspergillus ochra-ceus, Aspergillus sulphureus, Fusarium graminearum e
Fusarium oxysporum (Liu et al., 2019). Os autores verificaram que B. velezensis HC6, quando
aplicado em milho, além de inibir o crescimento de vérios fungos patogénicos, reduz a producéo
de aflatoxina e ocratoxina por fungos.

Ohadi et al (2020) demonstraram que lipopeptidicos produzidos por Acinetobacter
junii apresentaram atividade ndo seletiva contra as cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-
negativas. Os dados exibiram que esse bioproduto, em concentracbes quase abaixo da
concentracdo micelar critica (CMC) possui uma atividade antibacteriana eficaz e os valores de
CIM foram menores do que o antifingico padrdo, exibindo quase 100% de inibicdo contra
Candida utilis.

Outras categorias amplas de metabdlitos bacterianos com potencial de superficie ativa
e acOes antimicrobianas, séo glicoproteinas, peptideos e &cidos graxos (Liu et al., 2017; Mouafo
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et al., 2018). Lactobacillus spp., tendo como substrato melaco de cana-de-agucar, produziram
um surfactante glicolipoproteico bioativo com atividade antimicrobiana contra fungo da
espécie Candida albicans.LV1, e algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
patogénicas (Mouafo et al., 2018). Um heptapeptideo ciclico contendo uma fracdo de &cido
graxo produzido por Bacillus subtilis, denominado bacaucina 1, demonstrou atividade
antibacteriana especifica contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) por um
mecanismo de ruptura da membrana sem toxicidade detectavel a células de mamiferos ou
inducdo de resisténcia bacteriana e foi verificado que esse peptideo foi eficiente na prevencéao
de infeccbes em ambos 0s modelos in vitro e in vivo (Liu et al., 2017).

Por fim, alguns micro-organismos excretam misturas de compostos bioativos que tém
uma capacidade de reducdo da superficie e potencial emulsificante. Por exemplo, a fracéo
biossurfactante produzida pelas cepas de actinomiceto de Streptomyces griseoplanus NRRL-
ISP5009 (MS1) é uma mistura complexa de proteinas, carboidratos e lipidios que possuem
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (B. subtilis, S. aureus) e fungos
patogénicos (C. albicans e Aspergillus fumigatus). No entanto, teve atividade moderada contra

bactérias Gram-negativas como E. coli e Salmonella typhimurium (Elkhawaga, 2018).

2.2.5.2 Atividades antiviral

Os metabdlitos secundarios com propriedades ativas de superficie tém sido descritos
por suas propriedades antivirais contra uma variedade de virus. A atividade antiviral da
surfactina, um antibiotico lipopeptideo ciclico e biossurfactante produzido por Bacillus subtilis,
foi determinada para um amplo espectro de virus (envelopados e ndo envelopados), tais como
virus Semliki Forest (SFV), virus herpes simplex (HSV-1, HSV-2), virus herpes suid (SHV-1),
virus da estomatite vesicular (VSV), virus da imunodeficiéncia simia (SIV), calicivirus felino
(FCV), virus da encefalomiocardite murina (EMCV). A acdo antiviral pela surfactina foi
relacionada a uma interacéo fisico-quimica do BS com a membrana lipidica do virus, uma vez
que foi observado por meio da microscopia eletrénica uma ruptura da membrana lipidica viral
e parcialmente do capsideo (Vollenbroich et al., 1997).

A surfactina de Bacillus subtilis pode inibir a proliferacdo dos coronavirus que causam
a diarreia epidémica suina (PEDV) e o virus da gastroenterite transmissivel (TGEV) em células
epiteliais em uma faixa de concentracdo relativamente baixa (15 a 50 ug / ml). Esse CAS inibiu

quase completamente a replicacdo de qualquer um dos virus, sem citotoxicidade celular ou
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ruptura da membrana viral. Este resultado sugere que a surfactina apresenta um potente efeito
antiviral sem prejudicar as celulas (Yuan et al., 2018).

Wu et al (2015) demonstraram que lipopeptideos inibiram a entrada do virus Influenza
A ao bloquear a fusdo da membrana ou a interacdo do virus com a subunidade HA2 da
hemaglutinina. Assim, a atividade antiviral da surfactina esta relacionada aos eventos de fusao
da membrana entre o virus e as células hospedeiras (Yuan et al., 2018),

Os LP tém sido avaliados como possiveis aplicagfes farmacéuticas e biomédicas para o
enfrentamento do surto da pandemia atual ocasionada pela sindrome respiratdria aguda grave
SARS-CoV-2. Um estudo com diferentes tipos de lipopeptideos, tais como sushimycin,
daptomicina, surfactina, bacilomicina, iturina, srfTE e lipopeptideo detergent-12 (LPD-12),
avaliou por meio de ancoragem molecular a interacdo de cada LP contra glicoproteina (S) do
novo coronavirus SARS-CoV-2. A analise in silico, revelou que o LDP-12 (Lipopeptide
detergent-12) era o melhor entre eles, uma vez que foi a molécula apropriada para a ligacéo
adequada com a glicoproteina S de SARS-CoV-2 e, portanto, interrompeu significativamente
sua afinidade de ligacdo com a angiotensina- a enzima conversora 2 (ACE2), que ¢é a Unica
molécula receptora que facilita o desenvolvimento da doenca. Esses resultados sugerem que
lipopeptideos LPD-12 podem ser usados como um potencial agente terapéutico para tratar
COVID-19 causada pelo SARS-CoV-2 (Chowdhury et al., 2021).

Owtlaw et al (2020) descreveram o desenvolvimento de um LP derivado do dominio de
repeticdo do heptal C-terminal (HRC) de SARS-CoV-2 S que potentemente inibe a infec¢do
por SARS-CoV-2. O LP inibe a fusdo célula-célula mediada por SARS-CoV-2 S e bloqueia a
infeccdo por SARS-CoV-2 em monocamadas de células Vero E6. O lipopeptideo SARS-CoV-
2 também exibiu atividade de amplo espectro quando inibiu a fusdo célula-célula mediada por
SARS-CoV-1 e coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e
bloqueou a infecgdo por MERS-CoV em monocamadas de células. Os BS ndo afetam a
replicagéo viral, mas inativam os efeitos virais antes da adsor¢do ou penetragao (Subramaniam
et al., 2020).

A atividade antiviral também € relatada para outras classes de BS. Soforolipideos (SLs)
produzidos por Candida bombicolae apresentaram propriedade virucida contra o HIV, em
menos de 2 minutos inativou o virus e reduziu seu titulo em mais de 2 unidades logaritmicas (2
logs 10) (Shah et al., 2005). O virus da Herpes, Epstein-Barr, adsorvido em linhagens de células
linféides Daudi, também teve sua atividade viral inibida por SLs (Shah et al., 2007).

Os SLs interferem nas estruturas da membrana ou ocasionam a ruptura da membrana

dos virus. Além disso, pode haver outras interagdes fisico-quimicas entre o virus e 0s SLs, como
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a acdo direta sobre as proteinas do capsideo que afetam a fixa¢do do virus e a penetragdo na
célula (Borsanyiova et al., 2016).

Para combater a disseminacao de patdgenos virais, misturas entre biossurfactantes tém
apresentado fortes propriedades antivirais. O BS ramnolipideo PS-17 produzidos por
Pseudomonas spp., na forma livre e em combinagdo com alginato, foi considerado um agente
antivirus por inibir significativamente o efeito citopatico do herpes virus, herpes simplex (HSV)
tipos 1 e 2. O efeito supressor dos compostos na replicacdo do HSV foi dependente da dose e
ocorreu em concentracdes mais baixas do que a CMC do surfactante (Remichkova et al., 2008).

A atividade antiviral também foi demonstrada por mistura de ramnolipideos (M15RL)
produzida pela bactéria antartica Pseudomonas gessardii M15 contra virus pertencentes a
familias Coronaviridae e Herpesviridae. O M15RL inibiu completamente o HSV-1 e HSV-2
na concentracdo de 6 pg/mL, e coronavirus humano (HCoV-229E) e SARS-CoV-2 a 25 e 50
pg/mL, respectivamente (Giuglicano et al., 2021).

As infecgdes virais constituem uma das principais causas de morbidade e mortalidade
humana e animal, levando a gastos significativos com saude (Lozach et al., 2020). Portanto, 0s
metabolitos secundarios com propriedades ativas de superficie podem ser considerados

substancias promissoras para o desenvolvimento de compostos antivirais.

2.2.5.3 Atividade anti-inflamatéria

A resposta inflamatéria é um aspecto crucial das respostas dos tecidos a certas lesdes,
irritantes quimicos ou infeccBes microbianas. Essa resposta € complexa, envolve células
leucocitarias, macrdfagos, neutrofilos e linfocitos. Em resposta ao processo inflamatorio, essas
células liberam substancias especializadas que incluem aminas e peptideos vasoativos,
eicosanoides, citocinas pro-inflamatérias e proteinas de fase aguda, que medeiam o0 processo
inflamatorio, evitando danos adicionais aos tecidos (Abdulkhaleq et al., 2018).

Atualmente, os CAS sdo estudados como potenciais candidatos a farmacos com
atividade anti-inflamatdria. Dentre eles, inclui-se a surfactina, que foi capaz de inibir a resposta
pré-inflamatoria em larvas de peixe-zebra (Danio rerio), reduzindo significativamente a
expressao de interleucina-1p (IL-1p), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), oxido nitrico (NO), fator nuclear kappa-B p65 (NF-kBp65), ciclooxigenase-2 (COX-2),
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e aumentou a expressdo de interleucina-10 (IL-10) em
modelo in vivo. Além disso, foi demonstrado que a surfactina reduziu a migracdo de neutrofilos

e aliviou a leséo hepatica (Wang et al., 2021).
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Outros estudos mostraram que a surfactina induziu sistematicamente CD4 +, CD25 +,
FoxP3 + Tregs no baco de camundongos, o que poderia inibir as células T de produzir citocinas
pré-inflamatorias, como TNF -a e interferon (IFN) -y. A atenua¢do da inflamacdo cronica por
surfactina, aléem de reduzir TNF-a, aumentou a expressdo de IL-10 nas lesdes ateroscleréticas
da aorta de camundongos. Esses resultados demonstraram que o BS pode restaurar o equilibrio
da resposta Thl/ Th2 em camundongos (GAN et al., 2016). Além de atuar na maturacdo das
células dendriticas (DCs) e aumentar a expressdao de moléculas MHC-II e outros fatores
coestimuladores (Xu et al., 2016).

As propriedades anti-inflamatérias relacionadas a biossurfactantes glicolipidicos sédo
poucas relatadas. Soforolipideos produzidos por levedura Candida bombicola reduziram a
expresséo induzida por lipopolissacarideos de citocinas inflamatorias, incluindo TNF - a, COX
- 2 ¢ interleucina-6 (IL - 6) em células RAW 264.7 (Maeng et al., 2018), e sdo capazes de
reduzir o nivel de imunoglobulina E (IgE), expressdo de mRNA de TLR-2, IL-6 e STAT3
(Hagler et al., 2007).

Em um modelo in vivo, os soforolipideos reduziram a mortalidade relacionada a sepse
e exibiram efeitos anti-inflamatorios em camundongos ao inibir a producéo de oxido nitrico e
citocinas inflamatorias (Mueller et al., 2006; Hardin et al., 2007). J& o complexo glicolipideo
ndo teve efeito consideravel na acdo proliferativa dos leucdcitos do sangue periférico, uma vez
que ativou a producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p ¢ TNF-a) sem afetar a produgéo in

vitro de IL-6 na fracdo de mondcitos (Kuyukina et al., 2007).

2.2.5.4 Atividade anticancer

O cancer é considerado uma doenca de multiplos estagios com etiologia multifatorial
associada a altas taxas de incidéncia global e mortalidade. Drogas quimioterapicas, cirurgia e
radiacdo ainda sdo as formas de tratamento mais comuns para o enfrentamento da doenca em
humanos. No entanto, todos eles estdo associados a efeitos colaterais graves, indicando a falta
de especificidade e a necessidade de descobrir novos agentes antitumorais que podem aumentar
a eficacia das drogas quimioterdpicas convencionais com menos efeitos colaterais
(Anestopoulos et al., 2020).

Para esses fins, varios estudos indicaram o potencial antitumoral de varios CAS. Os
biossurfactantes sdo propostos como candidatos a farmacos adequados contra muitas doencas,
incluindo o céncer (Thankur et al., 2020). Dada a sua ampla utilizagdo, hd um interesse

crescente em explorar seu papel que é relevante para a promocéo da saude humana.
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O efeito de ramnolipideos em linhagens de células cancerosas MCF-7 de cancer de
mama humano foi determinado para 0 monorhamnolipideo C10C10 R1 e o dirhamnolipideo
R2 C10C10 produzidos por P. aeruginosa MR01. Em células MCF-7 de cancer de mama
humano, o monorhamnolipideo C10C10 R1 era 0 mais potente dos dois ramnolipideos e inibiu
a divisdo celular em concentragbes inferiores (ICs0) do que o dirhamnolipideo R2. O
mecanismo de inibicdo parecia ser a inducgdo da apoptose em células de MCF-7 tratadas (Rahimi
etal., 2019).

Soforolipideos lactdnicos (SLs), tém atraido grande atencdo de pesquisadores por suas
boas atividades bioldgicas, dentre elas a anticancer. Wang et al (2021) demonstraram que 0
SLs aumenta a taxa de apoptose em células de cancer de figado HepG2 e também sdo capazes
de regular a expressédo de genes e proteinas associados a apoptose através da via da caspase-3.
SLs apresentaram efeito citotoxico frente as linhagens de adenocarcinoma de mama MDA-MB-
231, quando as concentragdes do surfactante estavam na faixa de sua CMC do surfactante, ou
seja, houve uma correlacédo entre o efeito citotoxico e a CMC (Ribeiro et al., 2015).

Os SL sintetizados por levedura Wickerhamiella domercqgiae Y2A, isolada de aguas
residuais contaminadas com 0leo, apresentaram atividade anticancer frente a linhagens de
células cancerosas H7402 (figado), A549 (pulmédo), HL60 e K562 (leucemia) e mostraram um
efeito inibidor significativo na proliferacdo celular em todas as linhas celulares testadas (Chen
et al., 2006).

Um efeito anticancer de surfactina por meio da inducédo de reacdes alérgicas no cancer
de pele melanoma foi descrito por Kim et al (2021). Os autores demonstraram que a
administracdo oral do composto aumentou significativamente a taxa de sobrevivéncia e reduziu
0 crescimento e o peso do tumor no modelo in vivo de cancer melanoma. O bioproduto, além
de aumentar significativamente a infiltracdo de mastdcitos e os niveis de histamina, também foi
capaz de elevar os niveis de IgE e mediadores de refor¢co imunoldgico, como interferon-y,
interleucina (IL) -2, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral-o. em tecidos de soro e melanoma.
No modelo in vitro, a surfactina aumentou significativamente a morte das células de melanoma
B16F10 por meio da ativagdo da caspase-3, 8 e 9 de maneira dependente da dose. A surfactina
induziu indiretamente ou diretamente a apoptose das células de melanoma B16F10.

Da mesma forma, a surfactina, lipopeptideo produzido Bacillus safensis, mostrou uma
atividade antitumoral contra células de cancer de mama T47D e células de melanoma de
camundongo B16F10 com IC sode 0,66 mg mL ~* e 1,17 mg mL ! respectivamente (Abdelli et
al., 2019).
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Outro surfactante que mostrou atividade anticancer, foi a iturina A. Este lipopeptideo
foi isolado de Bacillus megaterium, inibiu o crescimento das células cancerigenas de mama
MDA-MB-231 e MCF-7 atraves da reducédo dos niveis de akt quinase fosforilada, e também
exerceu uma capacidade anticancer contra o modelo de xenoenxerto MDA-MB-231 em
camundongos. A capacidade anticAncer foi demonstrada como reducdo do volume do tumor,
niveis de expressdo reduzidos de Ki-67 (um marcador de proliferacdo), cluster de diferenciacdo
31 (CD-31), P-Akt, P-MAPK, glicogeno sintoxico-3 beta (P-GSK3pB) e caixa de garfo
fosforilado classe O 3a (P-FoxO3a) (Dey et al., 2015).

2.2.5.5 Atividade antibiofilme

Biofilmes sdo comunidades de bactérias fixadas a superficie incorporadas em uma
matriz extracelular composta de substancias poliméricas extracelulares (EPS) secretadas pelas
células que residem em seu interior. O EPS é geralmente uma mistura de polissacarideos,
proteinas, DNA extracelular (eDNA) e outros componentes menores. As propriedades fisicas e
quimicas dos constituintes da matriz do biofilme permitem que a matriz proteja as células
residentes da dessecacdo, perturbacdo quimica, invasdo por outras bactérias e morte por
predadores. No entanto, muitas vezes, os biofilmes causam grandes problemas na medicina e
constituem a base de infec¢Oes cronicas, visto que as comunidades do biofilme podem abrigar
células tolerantes e persistentes que podem sobreviver mesmo em tratamento com antibioticos.
As bactérias dentro dessas estruturas tendem a ser mais resistentes aos antibidticos em
comparagdo com as bacterias plancténicas (Sharma et al., 2019; Yan et al., 2019).

Devido a sua configuracao, os biofilmes sdo responsaveis por causar uma ampla gama
de doencas cronicas, que, em virtude do surgimento da resisténcia aos antibiéticos em bactérias,
tornou-se realmente dificil tratd-los com eficacia. Os antibioticos disponiveis até 0 momento
sdo ineficazes para o tratamento dessas infecgdes relacionadas ao biofilme devido aos seus
valores mais elevados de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM), o que pode resultar em toxicidade in vivo. Portanto, € extremamente
importante projetar ou rastrear moléculas antibiofilme que possam efetivamente minimizar e
erradicar infeccdes relacionadas ao biofilme (Roy et al., 2018).

Os CAS tém se mostrado Uteis para neutralizar a formacdo de biofilmes e o
aparecimento de micro-organismos resistentes devido as suas propriedades antimicrobianas,
antiadesivas e antibiofilme (Ceresa et al., 2021). Essas biomoléculas tém a propenséo de agir

em sinergia com os antimicrobianos (Rivardo et al., 2011; Ceresa et al., 2017), que na maioria
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dos casos sdo menos eficazes contra biofilmes em geral e contra biofilmes de multiespécies
associados a infeccOes polimicrobianas extremamente complicadas.

Uma mistura de lipopetideos (surfactina, iturina e fengicina), sintetizado por Bacillus
subtilis, evitou a formacéo de biofilme ao inibir a adesao celular até 96,89% de Trichosporon
spp. e causou a dispersdo de biofilmes maduros (até 99,2%), diminuindo sua espessura e
viabilidade celular. Esses biossurfactantes reduziram o contetdo de ergosterol celular e
alteraram a permeabilidade da membrana e a hidrofobicidade da superficie das células
planctonicas (Cordeiro et al., 2018).

Outra mistura de tipos de lipopetideos como a surfactina, iturina e liquenisina foram
identificadas pela primeira vez em Lactobacillus spp. vaginais, e apresentaram forte atividade
antiadesiva (reducao de até 74,4%) contra o produtor de biofilme Candida albicans (Nelson et
al., 2020). Lipopetideos misturados (iturina, fengicina e surfactina), com maior abundancia de
surfactina produzidos por Bacillus subtilis TIM10 e B. vallismortis TIM68, inibiram a formacao
de biofilme de leveduras como Malassezia spp., especialmente TIM10, com uma taxa de
inibicdo de aproximadamente 90% (Da Silva et al., 2021).

Biossurfactante do tipo surfactina produzido por Bacillus subtilis reduziu a adesao e
interrompeu a formacdo de biofilme de S. aureus em superficies de vidro, poliestireno e ago
inoxidavel. A surfactina teve um efeito significativo na producéo de polissacarideos ao diminuir
a sua porcentagem em biofilmes e reduzir a expressdo de icaA e icaD, que sdo elementos
necessarios para a estrutura de biofilme estafilocdcico. Aléem disso, foi demonstrado que o
lipopeptideo afetou o sistema quorum sensing (QS) em S. aureus por meio da regulagdo da
atividade do auto-indutor 2 (Liu et al., 2019).

Em relacdo a atividade antibiofilme dos glicolipideos, os efeitos de diferentes tipos de
ramnolipideos (RLs) foram relatados por Alegrone et al (2021). Os autores demonstraram que 0
ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa 89 (R89BS) apresentou grau de pureza
de 91,4% e era composto por 70,6% de mono-ramnolipideos e 20,8% de di-ramnolipideos. O
extrato puro R89BS inibiu a adesdo (97%) e a formacao de biofilme (85%) de S. aureus. Ainda,
foi observado que mono-ramnolipideos purificados (MR89BS) induziram a dispersdo do
biofilme pré-formado em todas as concentracdes (0,06 a 2 mg / mL) testadas, com reducgdes
variando de 80% a 99%, diferindo do extrato puro R89BS e di-ramnolipideos purificados
(dR89BS) que eram dependentes da concentracdo testada.

Ceresa et al (2019) demonstraram que o R89BS revestindo discos elastoméricos de
silicone (SEDs) neutralizaram significativamente a formacao de biofilme por Staphylococcus
spp. em termos de biomassa acumulada (até 60% de inibicdo em 72 h) e atividade metabdlica
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celular (até 68% de inibicdo em 72 h). Os resultados indicam que o0s revestimentos
ramnolipidicos podem ser possiveis procedimentos de tratamentos antibiofilme eficazes e
representam uma estratégia promissora para a prevencao de infeccdes associadas a dispositivos
médicos implantaveis.

Shen et al (2020) demonstraram que RLs comparados a outros agentes antibacterianos,
além de inibir a formacdo de novos biofilmes, foram superiores na erradicacdo de biofilmes
maduros formados por Helicobacter pylori, E. coli e Streptococcus mutans de maneira dose-
dependente, mesmo em concentracGes abaixo das CIM. RLs podem potencializar o efeito de
agentes antimicrobianos, Sidriam et al (2020) observaram que essas moléculas aumentaram
significativamente a atividade de meropenem e amoxicilina-clavulanato contra biofilmes
maduros de Burkholderia pseudomallei.

RLs produzidos por P. aeruginosa SS14, também apresentaram efeitos inibitorios nas
células plancténicas de fungos filamentosos de Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes, a formagéo e ruptura de biofilmes maduros foi dependente da dose, com a
atividade mais alta observada em concentragdes de 2 x CIM contra ambos 0s patdgenos (Sen
et al., 2020).

Assim como os raminolipideos, soforolipideos demonstraram uma atividade inibitoria
eficaz contra a formacdo de biofilmes. Ceresa et al (2020) mostraram que trés produtos
diferentes de soforolipideos foram obtidos, como SLA (congéneres acidos), SL18 (congéneres
lactonicos) e SLV (mistura de congéneres acidos e lactbnicos). Todas as trés misturas de
congéneres mostraram um efeito inibitorio de 70%, 75% e 80% para S. aureus, P. aeruginosa
e C. albicans, respectivamente. Em discos de silicone médicos pré-revestidos, a formacao de
biofilme de S. aureus foi reduzida em 75% usando SLA 0,8% p/v. Em experimentos de co-
incubacdo, SLA 0,05% p /v reduziu significativamente a capacidade de S. aureus e C. albicans
de formar biofilmes e aderir a superficies em 90-95% em concentragdes entre 0,025-0,1% p/v.

Atividades antibiofilme também foram demonstradas para BSs produzidos por bactérias
probidticas do género Bacillus sp. que foram isolados de amostras cervico vaginais. Esse
bioproduto, denominado de BioSa3, foi altamente eficaz na formacao de biofilme de diferentes
cepas patogénicas e multiresistentes, como S. aureus e Staphylococcus haemolyticus. O efeito
antibiofilme pode estar relacionado a capacidade do BioSa3 de alterar a fisiologia da membrana
dos patogenos testados para causar uma diminuicdo significativa da hidrofobicidade da
superficie (Haddaji et al., 2022).
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Assim, os CAS constituem bons candidatos para o surgimento de novas terapéuticas
para melhor controlar micro-organismos multirresistentes e inibir infecgdes associadas a

biofilmes, protegendo as superficies da contaminagdo microbiana.

2.2.5.6 Cicatrizacao de feridas

A cicatrizacdo de feridas € um processo importante para reparo tecidual, mas
complicado em humanos ou animais, por constituir um processo multifacetado organizado por
fases sequenciais e sobrepostas, incluindo hemostasia, fase de inflamacdo, fase de proliferacéo
e fase de remodelacdo (Martin et al., 2015; Wang et al., 2018). A falha de uma dessas fases,
devido a uma resposta imunologica desregulada ou oxigenacdo insuficiente, prejudica o
processo de cicatrizacao, levando a dois resultados principais: defeito ulcerativo da pele (ferida
cronica) ou formacao excessiva de tecido cicatricial (cicatriz hipertréfica ou queloide) (Yip et
al., 2015; Tatara et al., 2018).

O tratamento de feridas de diferentes etiologias constitui uma parte importante do
orcamento total da satde. O tempo de cura, a frequéncia da troca de curativos e as complicacfes
sdo trés importantes direcionadores de custos. Além disso, a infeccao de feridas cronicas, uma
das principais causas de ndo cicatrizagdo, constitui um contribuinte significativo para o aumento
dos custos relacionados a assisténcia em satde. O tratamento de uma incisdo cirurgica sem
complicacBes € relativamente barato; no entanto, quando ocorrem infeccBes, esses custos
podem aumentar significativamente (Lindholm et al., 2016).

Contribuindo com a infecgdo, biofilmes sdo comumente encontrados em feridas
cronicas. Neste tipo de ferida, a persisténcia do biofilme contribui para uma cicatrizagéo lenta.
As infecgBes microbianas em feridas crénicas sdo causadas por mais de uma espécie de bactéria
(Rahim et al., 2017), sendo que espécies de P. aeruginosa e S. aureus sdo mais comuns.
Geralmente, essa comunidade microbiana se forma na camada externa das feridas, mas em
alguns biofilmes também estdo incorporados nas camadas profundas de uma ferida, como
os biofilmes de P. aeruginosa, que sao dificeis de diagnosticar usando uma cultura de esfregaco
de ferida tradicional (Pastar et al., 2013; Banu et al., 2015). Resisténcia aos antibidticos de
bactérias organizadas em biofilme é um problema crucial na gestdo e tratamento de feridas
cronicas (Rahim et al., 2017).

Em virtude desses motivos, 0 manejo e o tratamento de feridas, bem como a prevencgéo
do biofilme, sdo considerados como uma prioridade para médicos e comunidade cientifica.

Nesse contexto, os CAS surgiram recentemente como agentes promissores capazes de
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promover a cicatrizacdo de feridas em associagdo com baixa irritacdo e alta compatibilidade
com a pele humana (Ceresa et al., 2021). Além disso, esses bioprodutos promovem a
proliferacdo de fibroblastos e células epiteliais, reepitelizacdo e deposicdo de coldgeno mais
rapida, levando assim a um processo de cicatrizacdo acelerado (Zouari et al., 2016; Ohadi et
al., 2017).

Surfactina de B. subtilis atuou na promogéo da cicatrizagdo de feridas e na inibicdo de
cicatrizes. Durante os mecanismos de cicatrizacéo, ele regulou positivamente a expressdo do
fator-1a induzivel por hipoxia (HIF-1a) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
acelerou a migracdo de queratindcitos atraves da proteina quinase ativada por mitogénio
(MAPK) e fator nuclear-xB (NF-xB) vias de sinalizagao e regulou a secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias e troca fenotipica de macrdéfagos. Além disso, a surfactina mostrou efeito
inibitorio na formagao de tecido cicatricial por afetar a expressao de a-actina de masculo liso
(a-SMA) e fator de transformacdo de crescimento (TGF-B) (Yan et al., 2020). Portanto, a
poténcia de cura dos lipopeptideos B. subtilis SPB1 pode ser atribuida ao seu potencial de
atividade antioxidante revelada in vitro (Zouari et al., 2016).

Um lipopeptideo 78 (LP78) de S. epidermidis previamente desconhecido, inibiu a
inflamacéo da pele mediada por TLR3 para promover a cicatrizagdo de feridas. A lesdo cutanea
ativou TLR3 / NF-«xB para promover a interacdo de p65 e PPARy nos nucleos e, entdo, iniciou
a resposta inflamatoria nos queratinécitos. LP78 ativou TLR2-SRC para induzir fosforilacéo de
p-catenina em Tyr. A fosfo — f-catenina translocada em nucleos para se ligar ao PPARYy,
interrompendo assim a interacdo entre p65 e PPARy. A dissociacdo entre p65 e PPARy reduziu
a expressdao de citocinas inflamatorias induzidas por TLR3 em feridas cutineas de
camundongos normais e diabéticos, o que se correlacionou com a cicatrizacdo acelerada de
feridas (Li et al., 2019).

Como alternativa para melhorar esse processo de cicatrizagcdo, a formulacdo de
biossurfactante nanolipopeptideo (NLPB) a partir do biossurfactante lipopeptideo (LPB)
produzido por Acinetobacter junii foi relatada como promissora para a realizacdo de atividade
cicatrizante. A porcentagem de fechamento da ferida dos camundongos tratados com hidrogéis
NLPB a 2 mg/ mL foi de aproximadamente 80% no 7° dia e 100% no 15° dia. A formulagéo de
hidrogel NLPB mostrou melhor eficacia no fechamento e cicatrizacdo de feridas quando
comparada com o controle (Afsharipour et al., 2021).

Um BS de natureza gliicolipidica, sintetizados por Bacillus licheniformis SV1, mostrou
boa citocompatibilidade e proliferacdo de fibroblastos 3T3 / NIH aumentada in vitro. A

aplicacdo de pomada do BS em uma ferida de excisdo de pele em ratos promoveu reepitelizagéo,
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proliferacdo de células de fibroblastos e deposi¢do mais rapida de colageno, indicando assim
este produto como um potencial substituto transdérmico para melhorar a cicatrizacdo de feridas
cutaneas (Gupta et al., 2017).

Uma pomada contendo ramnolipideo (5 g/L) foi administrada no dorso de cada
camundongo wister apos criar uma ferida de excisdo. Os estudos histopatoldgicos revelaram
um efeito cicatrizante significativo do ramnolipideo, visto que houve um aumento no
fechamento da ferida, colagénese melhorada e reducéo da inflamagdo (diminuindo o nivel de
TNF-0) sem induzir irritacdo na pele (Sana et al., 2018). Tratamento com di-rhamnolipideo
pode ser sugerido como terapia para cicatrizes cutaneas, visto que apresentou fungédo
antifibrotica em modelos de cicatriz hipertrofica de orelha de coelho por apresentar reducédo
significativa do indice de elevacdo da cicatriz, fibras de colageno tipo I e expressao de a-SMA
(Shen et al., 2016).

A capacidade de cicatrizacdo de feridas por soforolipideos tem sido evidenciada em
modelo de cultura de células. Um modelo de fibroblasto dérmico humano in vitro foi usado
como substituto da pele humana e foi evidenciado que os soforolipideos apresentaram efeitos
sobre a capacidade dos fibroblastos da pele humana de expressar o mMRNA do colageno I (Col-
1) e a inibicdo de elastase (IC 5o = 38,5 ug ml %) (Maeng et al., 2018). Outro ensaio in vitro de
cicatrizagdo de feridas em linha de células de adenocarcinoma colorretal (HT-29) humano,
proposto por Kwak et al (2021), mostrou que 48 horas ap0s o tratamento com SL houve uma
expressdo da colagenase - 1 significativamente aumentada (p <0,05) e todas as dosagens de SL

aumentaram significativamente a expresséo de occludina e matrilisina-1 (MMP-7).

2.3 Oleo Essencial de Melaleuca

Os oleos essenciais (OEs) sdo agentes naturais e eficazes no controle de micro-
organismos que causam biodeterioracdo e doencas. Essas substancias constituem uma
importante fonte de compostos biologicamente ativos, que sdo misturas complexas constituidas
principalmente por metabdlitos secundarios. Mais de 3.000 OEs foram identificados ou
comercializados, devido ao seu uso frequente em cosméticos e aromas, bem como nas industrias
alimenticias, como especiarias, ou no preparo de bebidas. Eles também sdo amplamente
conhecidos por seu uso na medicina tradicional como agentes antibacterianos, inseticidas,
fungicidas, nematicidas, herbicidas, antioxidantes e anti-inflamat6rios (Monzote et al., 2020).

Entre os dleos essenciais, 0 6leo de Melaleuca tem sido um dos mais importantes, uma

vez que tem demonstrado um amplo espectro de atividades biologicas. Esse 6leo é extraido da
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Melaleuca alternifolia (arvore do cha), uma pequena arvore da familia Myrtaceae nativa da
Austrélia. Apesar de toda a sua estrutura, apenas as folhas contribuem para os constituintes do
6leo da arvore do ché, que sdo extraidos por destilacdo a vapor. O 6leo essencial resultante tem
um odor medicinal canforaceo Unico e distinto (Kairey et al., 2023).

Embora o 6leo da arvore-do-cha possa ser fabricado a partir de outras espécies do
género Melaleuca, a espécie M. alternifolia é responsavel pela maior parte desse 6leo essencial
fabricado em todo o mundo, sendo assim, a forma mais comum disponivel para compra (Kairey
etal., 2023).

O dleo essencial da arvore-do-cha pode ser classificado em trés quimiotipos principais:
terpinen-4-ol, terpinoleno e 1,8-cineol (Borotova et al., 2022), sendo o principal constituinte
ativo o terpinen-4-ol. Esse quimiotipo terpinen-4-ol € um alcool monoterpénico natural com
boas propriedades antimicrobianas. E eficaz contra S. aureus resistente & meticilina (Laughlin
et al., 2008) e C. albicans resistente ao fluconazol (Mertas et al., 2015).

Em virtude do potencial antimicrobiano, esse 6leo essencial inibiu fortemente o
crescimento de diferentes tipos de micro-organismos, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Penicillium italicum Wehmer e Penicillium digitatum Sacc. Além disso, o 6leo
essencial de M. alternifolia demonstrou atividade antioxidante (Zhang et al., 2018).

Outra propriedade observada é a atividade antibiofilme contra Pseudomonas
fluorescens e Salmonella enterica, onde foi obtida degradacéo do espectro proteico apés adicdo
desse Oleo essencial (Borotova et al., 2022). Esse composto também apresentou atividade
antitumoral e pro-apoptotica (Di Martile et al., 2021).

Diante das propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e analgésicas do 6leo da
arvore-do-cha e a relativa seguranca para uso tépico, o 6leo da arvore-do-ché esta sendo cada
vez mais utilizado em produtos cosméticos e farmacéuticos (por exemplo, shampoos, sabonetes
e sabonetes liquidos para o corpo, enxaguatérios bucais, bem como tratamentos sem receita
para herpes labial, acne, queimaduras, picadas, piolhos e infec¢bes fingicas nas unhas)
(Cordeiro et al., 2020).

Ademais, tem sido utilizado em abordagem nanotecnoldgica para formular emulsées
com propriedades bem definidas para a combinacdo de medicamentos antifingicos de
tioconazol e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (V6ros-Horvath et al., 2020). Dessa
forma, as boas propriedades biolégicas do 6leo essencial da arvore-do-cha permitem seu uso na
industria alimenticia ou na medicina como agente antioxidante e antimicrobiano (Borotova et
al., 2022).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Para o isolamento e selecdo das leveduras de interesse, durante o horario matutino e
periodo chuvoso, foram coletados frutos das espécies Anacardium occidentale, Byrsonima
crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis de plantas presentes em sitios localizados nos
Municipios de Sao José de Ribamar e Sdo Luis, Maranhdo. Os frutos selecionados para
isolamento de leveduras encontravam-se em estagio intermediario de maturacdo. Os frutos
colhidos foram armazenados em caixas térmicas com gelo e transportados ao Laboratério de

Microbiologia Aplicada da Universidade CEUMA para posterior processamento.

3.2 Isolamento e identificacao de Leveduras

Os frutos foram inicialmente higienizados com hipoclorito de sédio a 5% para
isolamento de leveduras produtoras de CAS e lavados trés vezes com agua destilada estéril para
remoc&o do hipoclorito de sodio. Posteriormente, aproximadamente 20 gramas de amostras de
frutas foram inoculadas em frascos Erlenmeyer com adicdo de meio mineral minimo (MM)
contendo (em g/L) 1,0g K:HPO4; 1,090 KH2PO4; 0,29 MgSO4.7H.0; 1,0g NH4sNOs3; 0,002g
CaCl,.2H20; 0,2% de extrato de levedura com adi¢do de 2% de 6leo de girassol ou glicerol,
como Unica fonte de carbono. O pH final do meio foi 7,2.

Os frascos foram incubados a 30°C com agitacdo de 140 rpm durante sete dias. Apés a
incubacdo, 1 mL das culturas foi diluido em série em solucéo salina estéril (NaCl a 0,85%).
Aliquotas de 50 L de diluicBes decimais foram espalhadas na superficie do meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA, Difco TM, Detroit, MI, EUA) para isolar, quantificar e caracterizar as
colonias.

Amostras de col6nias de leveduras foram inoculadas em meio SDA para obtencdo de
cultura pura; posteriormente, foram realizados microcultivos para caracterizacdo morfoldgica.
As leveduras foram acondicionadas em tubos inclinados com meio SDA e armazenadas em
criotubos a —80 °C em caldo Sabouraud (Difco) com 20% de glicerol.

A identificacdo de isolados de levedura baseada em MALDI-TOF MS foi realizada de

acordo com Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) usando o protocolo de Aslani et al (2018).
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3.3 Identificagéo de leveduras produtoras de CAS

3.3.1 Caracterizacdo da atividade emulsificante (E24) do sobrenadante da cultura

Os isolados de leveduras foram inoculados a uma concentracéo inicial de 0,1 DO600
nm (= 1X10” UFC/mL) em frascos Erlenmeyer de 50 mL de meio mineral minimo (MM)
contendo (em g/L) 1,0g KoHPO4; 1,09 KH2PO4; 0,2g MgSOs. 7H20; 1,0g NHsNOs; 0,002g
CaCl2.2H20; 0,2% de extrato de levedura com adi¢do de 2% de glicerol ou 2% de dleo de
girassol (como fontes de carbono para producéo de CAS conforme proposto por Monteiro et al.
(2010), com modificagOes. Cada isolado de levedura foi incubado nas fontes de carbono para
avaliar a producdo de CAS. As culturas microbianas foram incubadas por até 144 horas a 30°C
sob agitacdo a 140 rpm. Ap0s a incubacdo, as culturas foram centrifugadas a 5.000 g por 10
minutos e os sobrenadantes foram utilizados no teste de atividade emulsificante (E24).

A atividade emulsificante foi determinada pelo indice de emulsificacdo (E24), no qual
0 sobrenadante foi aplicado diretamente em tubos de ensaio na proporc¢éo de 50% (2 mL) e 50%
(2 mL) de diferentes substratos hidrofébicos (azeite, 6leo de girassol e pés-frituras, querosene,
hexano e hexadecano). A mistura foi submetida a agitacdo em vortex durante 2 min. Apos 24
h, a atividade emulsificante (E24) foi determinada dividindo a altura da camada emulsionada
pelo tamanho total da mistura, expressa em porcentagem (Cameron et al., 1988, com
modificacOes). Para os testes, ramnolipideos (100 mg/mL) (Di-rhamnolipid, Sig-ma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), foi um controle positivo e 0 meio MM foi um controle negativo. Os

testes de atividade emulsificante foram realizados em triplicata.

3.3.2 Determinacdo da tensdo superficial da 4gua na presenca de bioemulsificante

A tensdo superficial (TS) foi medida utilizando um tensidmetro tipo anel Du Nouy
(Tensidometro Manual, modelo k6, Kriiss GmbH, Alemanha). A medicdo de TS foi realizada a
20°C (com modificacGes). Para os testes, 0 Dodecilsulfato de sodio (SDS, 100 mg/L) foi o
controle positivo e 0 meio MM foi o controle negativo. A medicédo de TS foi realizada a 20°C
com modifica¢cfes). A concentracdo de bioemulsificante utilizada variou de 0,01 mg/mL a 10
mg/mL. O anel pendurado no gancho da balanca estava imerso no liquido. Entdo, o anel foi
puxado lentamente para cima, baixando a placa de amostra. Finalmente, a forca aplicada ao

anel durante a tracdo na superficie foi registrada. A medicao foi repetida trés vezes; o anel de
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platina foi lavado trés vezes com agua destilada e trés vezes com alcool entre as medicdes
(Monteiro et al., 2010). Agua destilada e meio n&o inoculado foram utilizados como controle

negativo.

3.4 Anédlise da composic¢do quimica dos CAS

Métodos padronizados foram utilizados para determinar a composi¢cdo quimica do
bioemulsificante. O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-acido sulfurico de
Dubois et al (1956), usando D-glicose como padrdo. O conteldo de proteina foi medido
conforme descrito por Bradford et al (1976), utilizando albumina sérica bovina como padr&o.
O conteudo lipidico foi estimado utilizando o kit de triglicerideos mono reagente K117 —
BIOCLIN. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. A composicao de carboidratos e lipidios
do bioemulsificante (CAS) foi determinada por cromatografia gasosa e espectrometria de massa

(CG-MS), utilizando o protocolo desenvolvido anteriormente por Monteiro et al (2010).

3.5 Cinética de crescimento

O indculo foi preparado a partir de células de Candida krusei incubadas em meio agar
sabouraud por 24 h a 32 °C, e lavadas com solucéo salina (NaCl 0,85, p/v). Apos a lavagem, as
células foram ressuspendidas em tubos plasticos de 50 mL contendo 20 mL de meio MM.
Leituras da DO a 600 nm foram realizadas e os valores obtidos foram utilizados para a
determinacdo do volume a ser transferido aos frascos de ensaio de modo a obter uma
concentracdo final de 0,02 D.O, correspondente ao valor de Logio UFC/mL de 3,32.

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200
mL de meio minimo mineral adicionado de 2% de glicerol. Os frascos foram incubados a 32 °C
sob agitacdo continua de 180 rpm por até 144 h. Amostras foram removidas em diferentes
intervalos de tempo para determinacdo da concentracédo celular, producdo do biossurfactante,
taxa de producdo volumétrica e atividade emulsificante. Os ensaios foram realizados em trés
repeticdes.

Para avaliacdo da concentracdo celular, aliquotas foram retiradas, diluidas serialmente
e plaqueadas em meio Sabouraud sélido para a determinacdo de UFC/mL, e os valores obtidos
foram convertidos em Logio de UFC/mL (Monteiro et al., 2010). Amostras do sobrenadante
foram também avaliadas quanto a atividade emulsificante pelo indice de emulsificagdo (E2a)

como descrito no item 3.3.1. Os ensaios foram realizados em trés repetigdes.
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3.6 Estabilidade do CAS em diferentes concentragdes de NaCl, MgCl, e CaCly,
autoclavagem e variagao de pH

Os efeitos de diferentes concentragcdes (10%; 30% e 50%) de cloreto de magnésio
(MgCI2), cloreto de sadio (NaCl) e cloreto de calcio (CaCl,); da temperatura de 121° C por 15
min (autoclavagem) e diferentes pH valores (3-10) foram analisados na atividade do CAS. A
atividade emulsificante (E24) foi avaliada apos ajuste do pH minimo (Adetunji et al., 2020).

3.7 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

3.7.1 Teste de difusdo de po¢o em agar

Os testes foram realizados de acordo com Johnson et al. (1995) com modificagdes para
0 estudo da atividade antimicrobiana do CAS. Para o0s ensaios, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 foram semeados em Tryptic Soy Agar (TSA, Difco TM, Detroit, Ml,
EUA) por 24h a 30-37 °C. Posteriormente, os isolados foram suspensos em NaCl 0,9% e
ajustados para igualar a turbidez padrdo a 0,5 na escala McFarland (1,5x108 UFC/mL). As
suspensdes foram utilizadas para semeadura em meio TSA estabilizado a 37°C (0,1 mL de
suspenséo teste de micro-organismos/10 mL de meio). O meio de cultura TSA foi vertido em
placas de Petri de 90 mm (20 mL de meio/placa) e deixado solidificar. Uma vez sélido o meio,
foram confeccionados quatro pogos de 9 mm de didmetro e preenchidos com um volume de
CAS produzidos por C. krusei, 6leo essencial de Melaleuca e emulsdo (mistura de CAS e 6leo
essencial de Melaleuca). As placas foram pré-incubadas durante uma hora a temperatura
ambiente para assegurar uma difusdo adequada e finalmente incubadas a 30-37 °C durante 24h.
Halos de inibicéo avaliados em mm. Todos os testes foram realizados em triplicado.

Para formar a emulsdo entre 0 CAS e o Oleo essencial de melaleuca (adquirido
comercialmente), foram utilizados 50mg de CAS. Esta quantidade foi dissolvida em &gua
estéril; posteriormente, essa solucao foi aplicada diretamente em tubos de ensaio, na propor¢édo
(2 mL) da solucédo e (2 mL) de 6leo essencial de Melaleuca. A mistura foi submetida a vortex

por 2 min, e a emulsdo (OMBE4CK) formada foi utilizada nos testes.
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3.8 Atividade antibiofilme

3.8.1. Inibicdo da Formacdo de Biofilme em Poliestireno

Suspensdes de isolados formadores de biofilme foram preparadas de acordo com a
metodologia estabelecida por Merghini et al (2017) com modifica¢des. Para 0s ensaios, foram
preparadas suspensdes de cada isolado de E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e
S. aureus ATCC 25923 em caldo Mueller-Hinton (Difco TM, Detroit, MI, EUA) acrescidos a
5% de sacarose, na concentracdo celular de 0,5 na escala de turbidez de McFarland
(1,5x108UFC/mL). Os bioemulsificantes foram diluidos em caldo Mueller-Hinton nas
concentragdes de 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL, com
volume final de 200 L. Cada poco contendo o bioemulsificante recebeu 20 pL da suspenséo
bacteriana padronizada. A placa foi entdo incubada por 24 horas a 35+2°C.

O contetdo de cada poco foi aspirado e os pogos foram lavados suavemente trés vezes
com 200 pL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) ¢ as placas foram mantidas
em temperatura ambiente para secar. A biomassa aderida foi fixada com 200 pL de metanol
(PA 99% v/v) por 10 min. Em seguida, 200 puL de solugdo cristal violeta a 0,5% foram
adicionados a cada pogo. Posteriormente, o cristal violeta foi removido e 0s pogos lavados trés
vezes com agua destilada. Em seguida, foram adicionados 200 pL de alcool 95% (v/v) a cada
poco e a DO do extrato de cristal violeta foi determinada em leitor de microplacas a 570 nm.
Utilizando a formula abaixo, foi calculada a percentagem de inibigéo do biofilme.

Porcentagem de inibicdo (%) = 100 - ((DO 570 nm do tratamento) / (DO 570 nm do
controle) x 100).

O estudo também avaliou a atividade da emulsdo resultante da combinacdo do
bioemulsificante e 6leo essencial de Melaleuca (OMBE4CK) na inibicdo da formacdo de
biofilme para cada bactéria. Para isso, seguiu-se 0 mesmo procedimento metodoldgico descrito
no item 3.7.1. As concentracdes utilizadas de OMBE4CK foram de 25 mg/mL, 12,5 mg/mL,
6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL.

3.8.2 Inibicdo da formacdo de biofilme em cateter de poliuretano

3.8.2.1 Anélise quantitativa
Para a avaliacdo da inibicdo da formacéo de biofilme em cateter de poliuretano (sonda
enteral — Embramed SP, Brasil), segmentos estéreis do dispositivo, com aproximadamente 4
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cm, foram imersos em TSB contendo 0,5 x10°UFC/mL de suspensfes S. aureus 25923 e
concentragdes da emulsdo OM4CK (25 mg/mL-1,56 mg/mL). Os fragmentos de cateter foram
incubados por 24 horas a 37°C. Apo0s a incubacdo os cateteres foram lavados com 200 pl de
salina estéril por 3 vezes e foram agitados no vortex por 2 minutos. Cerca de 100 ul da ultima
lavagem foram retirados para realizagdo de diluicBes seriadas em salina estéril. Apds as
diluicdes (101 102 e 10%) 30 ul da amostra serdo transferidas para superficie de placas Petri
contendo meio TSA e as amostras homogeneizadas com algas de Drigalsky. Apos a secagem
das amostras, as placas serdo incubadas por 24 horas a 37°C. Apds a incubacéo, as col6nias
foram contadas (Souza et al., 2015, com modificagdes). Todos os testes serdo realizados em

quadruplicata com 2 testes independentes.

3.8.2.2 Anélise semiquantitativa

Analise semiquantitativa da inibicdo da formacao de biofilme em superficie de cateter
de poliuretano foi realizada pela técnica de rolamento do segmento de cateter na placa de Petri
contendo o meio TSA (Maki et al., 1977).

3.8.3 Erradicacéo do biofilme

A avaliacdo da influéncia do CAS nos biofilmes produzidos por E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 foi realizada apds a formacdo de
biofilmes microbianos na superficie das placas de poliestireno de 96 pocos, conforme
metodologia estabelecida por Morais et al (2017) com modifica¢Ges. Foram adicionados 200
pL de Brain Heart Infusion (BHI, Difco TM, Detroit, MIl, EUA) com 2% de sacarose a todos
0s pogos, em seguida foram adicionados 10 UL de suspensao bacteriana padronizada na escala
de McFarland (~0,5 x108 UFC/mL.), o controle positivo foi realizado com adi¢do de meio BHI
+ sacarose, foram adicionados 10 pL de suspensdo bacteriana. Para o controle negativo, foi
adicionado apenas meio BHI com sacarose.

As placas foram incubadas durante 48 horas a 37°C. Apo0s a incubacdo, os pocos foram
lavados suavemente com 200 uL de solugéo salina esteéril trés vezes em cada po¢o, em seguida
foram adicionados 200 pL de concentragbes de 25 mg/mL; 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml; 3,12
mg/mL; 1,56 mg/mL e incubado por 24 horas. Apds a incubacdo, foi realizada lavagem com
100 pL de solucdo salina (NaCl, 0,85%). Posteriormente, 100 puL de solugdo salina foram

adicionados aos pocos da placa e realizada a homogeneizacao. Foram retirados 50 pL do poco
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e diluicGes decimais foram realizadas para plagueamento das amostras. As células viaveis
foram determinadas usando plaqueamento de microgoticulas, para as quais aproximadamente
10 pL foram transferidos para uma placa Tryptic Soy Agar (TSA, Difco TM, Detroit, MI, EUA)
como uma gota; ap6s a secagem, a placa foi incubada corretamente por 24 horas na estufa
bacterioldgica. Apos a incubacéo das placas, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/mL).

O estudo também avaliou a atividade da emulsdo resultante da interacdo entre o
bioemulsificante e o 6leo essencial de Melaleuca (OMBE4CK) na erradicacdo do biofilme de
cada isolado. Para isso, seguiu-se o0 mesmo procedimento metodolégico 3.7.1. As
concentragdes utilizadas de OMBE4CK foram 25 mg/mL; 12,5mg/mL; 6,25mg/mL; 3,125
mg/mL e 1,56 mg/mL da emuls&o. Todos os testes foram realizados em triplicado.

3.9 Avaliacéo de citotoxicidade do bioemulsificante

3.9.1 Utilizacéo de células renais de macaco verde africano (VERO)

O ensaio para avaliagédo da citotoxicidade do bioemulsificante foi realizado utilizando
células renais de macaco verde africano (VERO), de acordo com Sieuwerts et al. (1995). Para
0 ensaio, as celulas foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato e ressuspensas
em solucdo de Dulbecco meio de cultura Eagle modificado (DMEM, Thermo Scientific,
Erlangen, Alemanha) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) com 100 Ul/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina. A contagem celular foi realizada para determinar a
célula nimero com um volume igual de azul de tripano. Resumidamente, 100 uL de DMEM
com 10% de SFB foram adicionados a placa de 96 pocos (TPP, Suica). As células foram
adicionadas aos pogos (1,5 x 10° células por poco) e tratadas com BE4CK (1024 pg/mL — 2
pg/mL) diluido em DMEM e PBS para o controle negativo. As placas foram incubadas por 24
horas a 37 °C, 5% de CO- e 90% de umidade em incubadora.

Apos a incubacéo, 20 pL de MTT (Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolio,
Sigma-Aldrich) a 5 mg/mL foi adicionado em cada poco na placa de 96 pogos e incubado por
quatro horas em 37°C, 5% de CO; e 90 % umidade incubadora. Apdés a incubacédo, 170 uL de
meio com MTT foram removidos de cada po¢o e 100 uL de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA)
foram adicionados a cada pogo para extrair e solubilizar o cristal de formazan. Finalmente, a
placa foi lida no comprimento de onda de 570 nm usando TP-Reader Plus (ThermoPlate,

China). Cada concentracdo de extrato (flavonoides) foi testada em triplicata em dois
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experimentos independentes. A formula a seguir calculou a porcentagem de proliferacéo:
[amostra DO — controle DO] x 100% Proliferacdo = controle DO.

3.9.2 Utilizacdo de modelo alternativo de Tenebrio molitor

Para avaliar o efeito toxico do CAS e OE Melaleuca em modelo in vivo alternativo foram
utilizadas larvas do inseto Tenebrio molitor, familia Tenebrionidae (Edosa et al., 2020). As
larvas com pesos proximos de 100 mg foram randomizadas em grupos de 10 larvas por grupo.
Antes da inoculacdo do CAS e a emulsdo resultante da mistura do bioemulsificante e 6leo
essencial de Melaleuca, as cuticulas das larvas foram higienizadas com alcool 70%. Apdés todo
0 procedimento de higienizacdo das larvas, foram inoculados 10uL do OE Melaleuca e, com
auxilio de uma seringa de insulina estéril. As larvas foram mantidas em placas de Petri estéril,
sendo avaliadas a sobrevivéncia e melanizacdo diariamente, por 5 dias. A curva de
sobrevivéncia foi determinada com base na auséncia de movimento e melanizacédo total das
larvas. Para o controle negativo, foram injetados 10uL de tampéo fosfato salino (PBS, 1%, pH
7,1) estéril.

3.10 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos para analise estatistica utilizando o procedimento ANOVA
unidirecional do GraphPad Prism (versdo 8.0.2). Todos os resultados duplicados sdo expressos
como media * desvio padrdo. As diferengas foram examinadas pelo teste de Tukey, com nivel
de significancia de 95%. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05, p< 0,00l e p <
0,0001.

4 RESULTADOS
4.1 Isolamento de leveduras produtoras de compostos ativos de superficies

No presente estudo, foi realizado o isolamento de leveduras (n=13) a partir de frutos
identificados como Anacardium occidentale, Byrsonima crassifélia, Citrus reticulata e

Platonia insignis (Tabela 2). MALDI-QTOF-MS identificou as cepas de levedura como

Candida metapsilosis e Candida krusei.



57

Tabela 2- Leveduras isoladas de frutos e substrato como Unica fonte de carbono para
crescimento.

Fruta Nome popular Identificacdo Substrato
Anacardium occidentale Caju Candida krusei C1CK Glicerol
Anacardium occidentale Caju Candida krusei C2CK Glicerol

Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M1CK Glicerol
Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M2CK Glicerol
Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M3CK Glicerol
Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M4CK Glicerol
Byrsonima crassifolia Murici Candida metapsilosis M1CM Oleo de Girassol
Byrsonima crassifolia Murici Candida metapsilosis M2CM Oleo de Girassol
Citrus reticulata Tangerina Candida metapsilosis T2CM Oleo de Girassol
Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis BLCM Glicerol
Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B2CM Glicerol
Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B3CM Glicerol
Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis BACM Oleo de Girassol

As leveduras isoladas foram inoculadas separadamente em meio mineral minimo
contendo dleo de girassol e glicerol na concentragdo de 2%. A tabela 2 demonstra a melhor

fonte de carbono e energia para o crescimento.
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4.2 Triagem e identificagdo de micro-organismos produtores de CAS

4.2.1 Determinacéo da atividade emulsificante (E24)

Este estudo teve como objetivo investigar as propriedades de emulsificagdo do composto ativos de superficies, portanto o teste Ez4 foi
utilizado principalmente para determinar a presenca de CAS nas amostras. O isolado de levedura mais eficiente na producdo de compostos ativos
de superficies com atividade emulsionante para diversas fontes de carbono foi isolado do fruto Byrsonima crassi-folia, popularmente conhecido
como murici, e identificado como Candida krusei M4CK. Ez4 foi determinado e os valores foram indicados (Tabela 3). Os CAS produzidos por C.

krusei M4CK foram os Unicos que apresentaram atividade emulsificante em todas as fontes de carbono.

Tabela 3 - Valores de Ex4 de leveduras isoladas de frutos Anacardium occidentale, Byrsonima crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis.

Substratos Ezs

C1CK C2CK M1CK M2CK M3CK M4CK M1CM M2CM T2CM  BI1CM B2CM B3CM B4CM

Oleo de girassol  50% 50% N 55% N 56,75% N N N N N N N
Oleodeoliva N 48% N 56.75%  36% 55% N 35% N N 50% N N
Oleo de fritura N 50% N 50% 33% 50% N 33% N N 51% N N
Querosene 60% 51% 64% N 46% 68,5%  40% 33% 37% 37% N N N
Hexano 60% 50% 37% N N 63,6% N N 33% N 62,5% N N
Hexadecano 48% 49% 325% 62.9% N 63,95% N N N N 62% N N

N- N&o apresentou Exs.
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A atividade de emulsificacdo dos CAS contidos no sobrenadante do meio MM com
glicerol como fonte de carbono foi apreciavel. Os CAS, denominados Candida krusei M4CK,
apresentaram valores de E24 de 55%; 56,75%; 50%; 68,5%; 63,6% e 63,95% para azeite, 0leo
de girassol, 6leo de fritura (usado), querosene, hexano e hexadecano, respectivamente (Figura
3).

Figura 3-Atividade emulsificante (E24) apresentada por
CAS produzidos por Candida krusei M4CK em diferentes
compostos hidrofobicos.
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro
representam o desvio padrdo (DP).

4.2.2 Determinagdo da tensao superficial

A producéo de biossurfactantes e bioemulsificantes por isolados de leveduras pode ser
identificada indiretamente através da atividade superficial e da atividade emulsificante. Os
valores da tensdo superficial final (mN/m), no meio ap6s o crescimento celular, foram
determinados utilizando um tensidmetro e variaram de 44 a 62 mN/m (Tabela 4).

Neste estudo, foi observado que o composto produzido por Candida krusei M4CK, com
melhor E24 para todas as fontes de carbono, apresentou reducdo na tensdo superficial de 72
mN/m para 44 mN/m. Este resultado ndo demonstrou reducdo na tensdo superficial para valores
abaixo de 30 mN/m. Por esse motivo foi caracterizado como bioemulsificante (Lin et al., 2022)
e foi denominado de BE4CK.
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Tabela 4 - Determinacdo da tensdo superficial final (mN/m) em meio ap6s
cepas de leveduras de crescimento celular.

Tensao superficial

Leveduras Substrato
mN/m
Candida krusei C1CK Glicerol 55
Candida krusei C2CK Glicerol 55.2
Candida krusei M1CK Glicerol 54.5
Candida krusei M2CK Glicerol 55.2
Candida krusei M3CK Glicerol 56.2
Candida krusei M4CK Glicerol 44
Candida metapsilosis MICM  Oleo de Girassol 45
Candida metapsilosis M2CM  Oleo de Girassol 46
Candida metapsilosis T2CM Oleo de Girassol 56.4
Candida metapsilosis BLCM Glicerol 59.3
Candida metapsilosis B2CM Glicerol 56
Candida metapsilosis B3CM Glicerol 52
Candida metapsilosis BACM Oleo de Girassol 62

mN/m -Milinewton por metro

4.3 Determinacéo da composi¢do quimica

As anédlises da composicdo quimica do CAS (BE4CK) revelaram a presenga de
carboidratos (46%), proteinas (38%) e menor quantidade de partes lipidicas (3%).

As fragOes cromatogréaficas do bioemulsificante BE4ACK mostraram que o principal
acido graxo foi o acido 9-octadecendico (58,43%), seguido pelo estearato de metila (16,72%)
e acido hexadecanodico (13,44%) (Tabela 5). Os acidos graxos detectados foram fornecidos

somente apos hidrélise da amostra do BE4CK.

Tabela 5- Composicéo de acidos graxos de bioemulsificante (BE4CK) isolado de Candida
krusei MACK

Acidos graxos (%)
Acido hexadecandico 13,44%
Acido (9Z,127) -Octadeca-9,12-diendico 9,58%
Acido 9-octadecenoico 58,43%
Estearato de Metila 16,72

O composto BE4CK apresenta em sua estrutura oito tipos de carboidratos,
caracterizados como ramnose, ribose, frutose, arabinose, xilose, manose, glicose e galactose.
No entanto, os monossacarideos como manose (84,26%) e glicose (15,74%) foram mais

predominantes (Anexo A).
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4.4 Cinética de crescimento

O crescimento de Candida krusei M4CK, atividade emulsificante e producdo de
bioemulsificante em meio mineral suplementado com 2% de glicerol sdo mostrados na figura
4. Para o isolado, a E24 segue um crescimento exponencial da fase de crescimento. Cerca de
52,3% da atividade E>4 em querosene foram obtidos na fase de crescimento exponencial nas
primeiras 40h. Apos este periodo, a atividade E24 aumentou, atingindo um percentual > 60% no
periodo de 60h — 144h. Esses resultados indicam que a atividade de emulsificacdo esta
associada ao crescimento. A melhor estabilidade e maior atividade de emulsificagdo foram

alcancadas as144 horas (Figura 4).

Figura 4-Cinética de crescimento celular por Candida Krusei M4CK e atividade emulsificante
por BE4ACK.
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4.5 Avaliacéo da estabilidade do bioemulsificante

4.5.1 Efeito da temperatura na atividade emulsificante (E24)

Apos ser submetido ao processo de autoclavagem a 120 °C por 15 minutos, 0 BE4ACK
apresentou estabilidade e manutencgéo de propriedades emulsificantes, uma vez que emulsificou
todas as fontes hidrofobicas utilizadas (Figura 5). A E24 do bioemulsificante foi de > 50% em
6leo de oliva e girassol, enquanto para os hidrocarbonetos querosene, hexano e hexadecano foi
maior que 60%. Verificou-se que, para o 6leo de fritura (E24 de 40%) houve uma reducdo de

10% da atividade emulsificante primaria (Figura 5).
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Figura 5- Atividade emulsificante (E2s) do BE4CK apds
aquecimento de 120°C.
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro representam
0 desvio padréo (DP).

4.5.2 Efeito do pH na atividade emulsificante

O CAS produzido por C. krusei apresentou atividade emulsificante para diferentes
fontes em pH acidos e béasicos (figura 6). Em pHs acidos (3-6), a atividade de emulsificacéo foi
> 44% para todos os substratos (girassol, oliva e querosene), enquanto em pHs basicos a
emulsificacéo foi caracterizada apenas para os hidrocarbonetos de querosene. Nesta fonte, ndo
houve variagdes acentuadas da Ezs nas faixas de pH 3 a 9. A partir do pH oito, o
bioemulsificante produzido pela linhagem C. krusei M4CK conseguiu emulsificar apenas o
querosene (Figura 6). Na faixa do pH 10 (dados ndo demonstrados) ndo houve estabilidade da
emulsificacdo para nenhuma das fontes.
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Figura 6-Atividade emulsificante (E2s) de BEACK em diferentes faixas de pH.
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro representam o desvio padrdo. pH: potencial
hidrogeniénico.

4.5.3 Efeito da salinidade na atividade emulsificante

Observou-se que a E»4 do bioemulsificante em concentragdes (10%; 30% e 50%) de
sais de cloreto de magnésio (MgCly), cloreto de sddio (NaCl) e cloreto de calcio (CaCly) teve
atividade que variava entre 40% - 55% em 0leos vegetais (girassol e oliva) e para o querosene
um percentual > 56%. Em todos o0s tipos e concentracBes de sais, o maior valor de E 24 foi
obtido com querosene, enquanto o menor foi registrado com 6leo de oliva (Figura 7).

A estabilidade da atividade emulsificante (E24) foi mantida em concentracGes de 50%
dos sais, porém foi verificado que, a medida que a salinidade aumentava, houve uma pequena
reducdo na taxa de emulsificacdo. Entretanto, a mudanga de concentragdes de sais parece nao

ter impacto significativo nos valores de Ex4 (Figura 7).
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Figura7-Estabilidade da atividade emulsificante em diferentes concentracdes

de sais.
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(A) MgCly: Cloreto de magnésio; (B) NaCl: Cloreto de Sodio; (C) CaCl.: Cloreto de Célcio.
Os valores sdo a média + DP de trés experimentos independentes.

4.6 Determinagéo da atividade antimicrobiana

4.6.1 Atividade antimicrobiana em difusdo em agar

Ao avaliar a atividade antimicrobiana através do ensaio de difusdo em agar (Figura 8),
constatou-se que os isolados de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218, P. aeruginosa
ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 foram significativamente sensiveis ao 6leo essencial de
Melaleuca considerando p < 0,05 (Tabela 6). No caso do BE4CK, o crescimento dos micro-
organismos néo foi afetado.

A emulsdo OMBEA4CK, resultante da mistura do bioemulsificante e 6leo essencial de
Melaleuca, apresentou aumento na zona de inibic¢ao de crescimento, correspondendo a 34,5 mm

para E. coli ATCC 25922. Em comparacao, o 6leo de Melaleuca sozinho formou uma zona de
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inibicdo de 28,5 mm para este micro-organismo. Assim, a combinagdo dos compostos
apresentou atividade antimicrobiana, tornando a E. coli ATCC 25922 mais sensivel (Tabela 6
e Figura 8).

Ao contrario do BE4ACK, a emulsdo OMBE4CK e o 6leo essencial de Melaleuca
apresentaram atividade inibitoria significativa contra E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC
35218 e S. aureus ATCC 25923. A emulsdo ndo conseguiu inibir o crescimento de P.
aeruginosa ATCC 27853.

Tabela 6- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Melaleuca, bioemulsificante
isoladamente e da combinacdo de BE4ACK e OMBE4CK (emulsédo) contra micro-organismos.

Atividade antimicrobiana (mm)

Composto E. coli E. faecalis P. aeruginosa S. aureus
ATCC 25922 ATCC 35218 ATCC 27853 ATCC 25923
BE4CK (25 mg/mL) N N N N
Oleo essencial Melaleuca 285+21 26+1.4 17+£2.38 33.5+0.7
OMBE4CK 345+6.3 145+21 N 24+£1.4

N - Sem atividade antimicrobiana. Os valores sdo a média + Desvio padrdo (DP) de trés experimentos
independentes. (p < 0,05) — diferenca significativa em relacdo aos compostos.

Figura 8- Atividade antimicrobiana do BE4CK e emulsdo (OE
Melaleuca e BE4ACK- OMBE4CK) por difusdo em agar frente
E. coli ATCC 25922.

/'/
y

Fonte: de autoria propria.
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4.7 Determinagéo da atividade antibiofilme

4.7.1 Inibig&o da formagdo de Biofilme em poliestireno

O potencial antibiofilme do bioemulsificante BE4ACK produzido por C. krusei M4CK
foi determinado pela sua capacidade de prejudicar e inibir a formacéao de biofilme por S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 9 A, Be C). A
atividade mais significativa foi na concentracdo de 25 mg/mL, aplicado nesta concentracgéo,
BE4CK mostrou potencial inibitério significativo (p <0,001) contra S. aureus ATCC 25923
(71%), E. coli ATCC 25922 (75%) e P. aeruginosa ATCC 27853 (51%). Mesmo em
concentragdes mais baixas (1,56 mg/L—3,12 mg/L), foi capaz de inibir a formacao de biofilme
por S. aureus ATCC 25923 (40% —16%), E. coli ATCC 25922 (34%-18%) e P. aeruginosa
ATCC 27853 (26-16%), respectivamente.

Figura 9-Atividade inibitéria do BE4CK na formacdo de biofilme por
micro-organismos na superficie de poliestireno.
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(A) S. aureus ATCC 25923; (B) E. coli ATCC 25922; (C) P. aeruginosa ATCC 27853. Os
valores sdo a média £ DP de trés experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001),
*** (p <0,001), **** (p < 0,0001) - diferenca significativa em rela¢do as concentragdes.
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A capacidade da emulsdo OMBEA4CK resultante da combinagéo do bioemulsificante
BE4CK e 6leo essencial de Melaleuca em reduzir a formacao de biofilme por S. aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 foi avaliada utilizando placas de
microtitulacdo de 96 pocos (Figura 10 A-C).

Para ambos os isolados, o uso de emulsificacdo em todas as concentragdes resultou em
inibicéo significativa da formacéo de biofilme (p < 0,05). Uma inibicdo de biofilme de 77%
para S. aureus ATCC 25923 (Figura 10A), 85% para E. coli ATCC 25922 (Figura 10B) e 74%
para P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 10C) foi obtida usando a concentracao de 25 mg/mL
(p < 0,001). A atividade antibiofilme da emulséo (25 mg/mL - 1,56 mg/mL) diminuiu
gradualmente em baixas concentracdes (3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL), resultando em um efeito
inibitorio de 49% e 34% para S. aureus ATCC 25923 (Figura 10A); 20% e 7% para E. coli
ATCC 25922 (Figura 10B); e 31% e 15% para P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 10C),
respectivamente. Com base nestes resultados, a emulsdo produziu um efeito antibiofilme

significativo contra ambos os patdgenos.

Figura 10- Atividade inibitéria da emulsdo OMBE4CK na formacéo
de biofilme por micro-organismos em superficie de poliestireno.
A S.aureus ATCC 25923 B E.coli ATCC 25922
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(A) S. aureus ATCC 25923, (B) E. coli ATCC 25922, (C) P. aeruginosa ATCC 27853.
OMBE4CK- Bioemulsificante e 6leo essencial Melaleuca. Os valores sdo a média += DP
de trés experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001), *** (p < 0,001), **** (p <
0,0001) - diferenca significativa em relacdo as concentracdes.
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4.7.2 Inibigdo da formagao de Biofilme em cateter de poliuretano

4.7.2.1 Anélise quantitativa

O potencial antibiofilme da emulsdo foi determinado por sua capacidade de inibir a
formacdo de biofilme por S. aureus ATCC 25923 em cateter enteral, que corresponde a um
dispositivo médico de poliuretano (Figura 11). Na concentracdo de 25 mg/mL, a emulsao
mostrou um potencial inibitdrio significativo (p <0,001) de 43% para S. aureus ATCC 25923.
Enquanto em concentragfes mais baixas (12,5 mg/mL - 3,12 mg/mL), a atividade antibiofilme
da emulsdo diminuiu gradualmente, resultando em um efeito inibitério variando
significativamente (p < 0,05) entre 14% e 27%. Enquanto na menor concentracdo (12,5%) da
emulsdo, ndo houve um efeito inibitério significativo, apenas 2% do biofilme formado em
cateter por S. aureus ATCC 25923 foi inibido (Figura 11).

Figura 11- Atividade inibitéria da emulsdo (OMBE4CK)
na formacdo de biofilme em superficie de cateter por S.

aureus ATCC 25923.
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*(p<0,05), *** (p <0,001), **** (p <0,001) - diferenca significativa
em relacdo as concentracdes.

4.7.2.2 Anélise semiquantitativa

Através do método semiquantitativo de rolamento de cateteres em placa de Petri

contendo TSA, fragmentos de cateter expostos a concentracdo maxima de 25 mg/mL da
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emulsdo OMBE4CK obtiveram um percentual de 4% de contaminagdo (com crescimento
<15UFCl/placa) por S. aureus ATCC 25923, enquanto nas concentragdes menores (12,5 mg/mL
-1,56 mg/mL) houve uma variagdo de 23% a 94% da colonizagdo (com crescimento >15
UFC/placa) de S. aureus ATCC 25923 a superficies de poliuretano de cateter (Tabela 7). Assim,

verifica-se que a inibicdo de biofilme depende da concentragéo da emulséo.

Tabela 7- Quantitativo de UFC/mL de S. aureus ATCC 25923 em superficie de cateter.

Emulsdo UFC/placa Classificagdo

(mg/mL) N° %

25 mg/mL 14 4% Contaminagéo
12,5 mg/mL 71 23% Colonizagéo
6,25 mg/mL 83 26% Colonizacéo
3,12 mg/mL 213 68% Colonizagéo
1,56 mg/mL 295 94% Colonizagéo

Controle 314 100% Colonizagéo

UFC/mL: Unidade Formadora de Col6nias por militro.

4.7.3 Erradicacéo de Biofilme

Biofilmes formados por S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27853 em 48 horas e tratados com bioelmusificante BE4ACK foram
rompidos efetivamente na concentracdo mais alta (25 mg/mL). Nesta concentragdo, a
disperséo dos biofilmes formados por esses micro-organismos variou de 55% a 10%,
enguanto na concentracdo mais baixa (1,56 mg/mL) variou de 36% a 2% (Figura 12A,
BeC).

O biofilme formado por S. aureus ATCC 25923 foi suscetivel a acdo do BE4ACK
em todas as concentragdes utilizadas (Figura 12A). Nas concentragdes de 25 mg/mL a
3,12 mg/mL, o composto promoveu taxas de erradicagdo variando de 54% a 55%.
Enquanto na concentracdo mais baixa (1,56 mg/mL), removeu 36% do biofilme pré-
formado. O aumento na concentracdo de BE4CK ndo promoveu diferencas
significativas na remocéo do biofilme de S. aureus ATCC 25923. Assim, a erradicagao
do biofilme ndo dependeu da concentracdo do BE4CK.
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A acdo do BE4ACK no biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC
27853 apresentou resultados pouco eficazes comparado a S. aureus ATCC 25923
(Figura 12B, C). Os biofilmes pré-formados foram significativamente (p < 0,05)
erradicados nas concentragdes de 25 mg/mL a 1,56 mg/mL de BE4CK, com reducao de
biofilme variando de 29 a 26% de E. coli ATCC 25922 (Figura 12B) e 10 a 2% para P.
aeruginosa ATCC 27853 (Figura 12C).

Figura 7- Erradicacdo de biofilme por Bioemulsificante BE4CK frente
micro-organismos.
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média = DP de trés experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001) - diferenca
significativa em relacéo as concentracdes.

A emulsdo OMBE4CK promoveu dispersdo significativa (p < 0,0001) do biofilme em
todos os micro-organismos testados (Figura 13A-C). Os biofilmes formados por S. aureus
ATCC 25923 foram totalmente (100%) erradicados em todas as concentragdes (1,56 mg/mL a
25 mg/mL) da emulsdo (dados ndo mostrados). O biofilme pre-formado por E. coli ATCC

25922 e P. aeruginosa 27853 foi removido inteiramente (p < 0,0001) apenas nas concentragdes
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de 25 mg/mL — 6,25 mg/mL, enquanto nas concentragcdes de 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL, a
remogéo do biofilme variou de 77% a 39% para E. coli ATCC 25922 (Figura 13A) e 52% a
39% para P. aeruginosa 27853 (Figura 13B).

Figura 13- Erradicacdo de biofilme por emulsdo OMBE4CK frente a micro-
organismos.
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significativa em relacdo as concentracdes.

4.8 Avaliacdo da citotoxicidade do bioemulsificante
4.8.1 Utilizacdo de células renais de macaco verde africano (VERO, ATCC)

Pelo teste de toxicidade, BE4CK ndo apresentou toxicidade em células VERO nas

concentragdes de 1024 pg/mL-2 ug/mL, e o percentual de viabilidade celular foi > 88,89%
(Figura 14).
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Figura 14- Avaliacéo da citotoxicidade do bioemulsificante
BE4CK (1024 pg/mL — 2 pg/mL) em células VERO.
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4.8.2 Utilizagdo de larvas de Tenebrio molitor

As taxas de sobrevivéncia de T. molitor foram avaliadas durante 7 dias ap0s a exposicao
da larva ao BE4ACK e OMBEA4CK (Figura 15A, B). As taxas de sobrevivéncia de larvas de T.
molitor ndo diferiram significativamente para todas as concentragcdes de BEACK (Figura 17A).
Nas concentracbes de 25 mg/mL e 12,5 mg/mL ndo houve variacdo no percentual de
sobrevivéncia, no entanto, nas concentragdes de 6,25 mg/mL a 1,56 mg/mL a taxa de
sobrevivéncia foi reduzida de 100% (controle) para 90%. Dessa forma, verificou-se que as
diferentes concentracbes do BE4CK ndo apresentaram efeitos toxicos sobre larvas de T.
molitor durante os sete dias, apos aplicacao.

Em contraste, a emulsdo OMBE4CK foi significativamente toxica para larvas de T.
molitor (Figura 15B), levando uma mortalidade de 100% nas concentragfes de 25 mg/mL e
12,5 mg/mL. Enquanto a taxa de sobrevivéncia nas concentragcdes de 6,25 mg/mL; 3,125

mg/mL e 1,56 mg/ml, respectivamente, foi de 10%; 40% e 50%; sete dias apds a exposicao.
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Figura 15- Avaliacdo da citotoxicidade do bioemulsificante BE4CK e emulséo OMBE4CK
em Tenebrio molitor.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizado o isolamento de leveduras da espécie Candida krusei
e Candida metapsilosis (n=13) a partir de frutos. As leveduras estdo amplamente presentes no
ambiente, e muitas delas colonizam solos, alimentos, superficies de folhas e flores (Gallone et
al., 2018). Dentre as leveduras, o isolado mais eficiente na producdo de compostos ativos de
superficie com atividade emulsificante frente a diversos substratos foi Candida krusei M4CK.

Candida krusei é uma levedura ascomicética dimorfica, que habita a membrana mucosa
de individuos saudaveis e sdo amplamente distribuidos na natureza. Além disso, sdo
frequentemente identificadas na fermentacéo do cacau em diversos locais (Chagas Junior et al.,
2021). Apesar de ser a mesma levedura, publicacdes relacionadas a aplicagdes industriais
geralmente usam os nomes de espécies P. kudriavzevii, E. orientalis ou C. glycerinogenes em
preferéncia a C. krusei, em virtude das conotacdes negativas de seguranca do uso de um
patégeno em um contexto biotecnoldgico ou alimentar (Douglas et al., 2018).

Neste estudo, o0 micro-organismo Candida krusei M4CK foi isolado do fruto Byrsonima
crassifolia, popularmente conhecido como murici, fruto originario das Américas Central e do
Sul, e tem sido utilizado para produgéo de alimentos e medicina popular (Pires et al., 2021). O
isolamento de leveduras com potencial para produzir compostos ativos de superficies indica
que os produtores de CAS estdo amplamente distribuidos nas superficies, encontrados
internamente na polpa de diversos frutos e plantas, e tém potencial para uso em sistemas
emulsificantes e diferentes processos biotecnolédgicos (Konish et al., 2014; Silva et al., 2022).

Para a producgéo desses compostos, a levedura Candida krusei M4CK apresentou melhor
crescimento e desempenho na producdo de CASs com glicerol como fonte de carbono e energia,
como o tipo de fonte de carbono também desempenha um papel critico na producdo de CAS
por micro-organismos (Bhaumik et al., 2020), verificou-se que a absorcdo de glicerol pode
ajudar a otimizar os processos de producado de biossurfactantes glicolipidios, como a producéo
de SL por leveduras S. bombicola (Claus et al., 2021).

Assim como o presente estudo, o glicerol foi relatado como uma das melhores fontes de
carbono para a producdo de glicolipideos por Pseudomonas sp. (Phulpoto et al., 2020) e
substrato adequado para maior producéo e maxima atividade emulsificante de bioemulsificante
produzidos por Bacillus sp. (Rulli et al., 2019). Estes dados indicam que fontes de carbono
podem alterar a estrutura dos biosurfactantes e bioemulsificantes produzidos e,

consequentemente, suas propriedades emulsificantes (Sarubbo et al., 2006).
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Tal propriedade foi demonstrada para o bioemulsificante (BE4CK) de C. krusei M4CK,
o0 qual apresentou atividade emulsificante igual ou superior a 50% em 6leo de oliva, girassol e
pos-fritura, e hidrocarbonetos como querosene, hexano e hexadecano. As melhores atividades
emulsificantes do CAS foram demonstradas na presenca de hidrocarbonetos como querosene,
hexano e hexadecano, nos quais um E24 > 63,6% foi alcancado. Segundo Willumsen e Karlson
(1997), valores de E24 iguais ou superiores a 50% s&o considerados significativos, e para Bosch
e colaboradores (1998), uma emulsdo com esse valor é considerada estavel.

Essa biomolécula BE4CK pode ser classificada como um biopolimero anfifilico que
contém monossacarideos (manose e glicose) e grupos alifaticos de cadeia longa, como acido 9-
octadecendico e &cido hexadecandico, em sua estrutura polimérica e é eficaz na emulsificacdo
de querosene. A emulsificacdo para BE4CK pode ser alcancada através da interagdo de
hidrofobicos (&cidos graxos) com hidrocarbonetos e da interacdo de hidrofilicos
(monossacarideos) com moléculas de agua. Além disso, por se tratar de um polimero, ha maior
probabilidade de interacdo devido ao fendmeno estearico, que pode levar a uma camada de
emulsificacdo mais significativa dos hidrocarbonetos derivados do petréleo do que dos 6leos
vegetais. Acredita-se que haja um equilibrio mais marcante de forcas que estabilizam as
emulsbes de querosene, proporcionando uma camada emulsionada mais elevada (Rehman et
al., 2021).

Semelhante aos resultados apresentados, soforolipideos sintetizados por leveduras do
género Meyerozyma sp. foram capazes de emulsionar hidrocarbonetos (querosene, hexano e
hexadecano) e azeite e petréleo bruto, a atividade emulsificante para esses compostos foi mais
significativa que 60% (Rehman et al., 2021). Emulsdes com atividades superiores a > 60%
também foram registradas para CAS de levedura da espécie Yarrowia lipolytica frente a varios
substratos hidrofébicos, incluindo hexadecano, hexano, benzeno, querosene e Gleo diesel
(Yalgin et al., 2018). Biossurfactantes das linhagens de leveduras Candida albicans e Candida
glabrata mostraram atividade emulsificante variada em diferentes tipos de 6leos vegetais. Essas
biomoléculas apresentaram atividade Es de 49% para azeite de oliva e 51% para soja (Gaur et
al., 2019), assemelhando-se aos achados deste estudo, pelo qual foram obtidos valores
aproximados de E24 frente aos 6leos vegetais como 6leo de oliva, girassol e fritura.

Alem da propriedade emulsificante, o valor de redugdo de tensdo superficial semelhante
ao obtido no ensaio com BE4CK, foi observado para Candida tropicalis cultivada em n-
hexadecano, que produziu um emulsificante extracelular capaz de reduzir a tensé@o superficial
de &gua de 70 mN/m a 49,5 mN/m. O mesmo composto emulsificou varios hidrocarbonetos,
incluindo hidrocarbonetos aromaticos (Singh e Desai, 1989). Outras leveduras produtoras de
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CAS foram identificadas como Yarrowia lipolytica, Trichosporon mycotoxinivorans e
Meyerozyma caribbica que, apesar de produzirem potentes bioemulsificantes com altos valores
de emulsificagdo em hidrocarbonetos, ndo reduziram a tensdo superficial de dgua quando
testadas (Souza e Col, 2012; Domingues et al., 2017; Bhaumik et al., 2020).

E24 segue crescimento exponencial para C. krusei M4CK desde a fase de crescimento
até 144 h, obtendo maior atividade emulsificante entre 60 h e 100 h na fase estacionéria. Estes
dados mostraram uma correlacdo linear entre a possivel concentracdo celular e a atividade
emulsificante. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que o emulsificante esta
sendo produzido para melhorar a assimilagdo da fonte de carbono. Na producdo associada ao
crescimento, existem relacOes paralelas entre o crescimento, a utilizagdo de substratos e a
producdo de compostos tensoativos ou tensoativos (Bhaumik et al., 2022; Liepins et al., 2021,
Desai e Bannat, 1997). A Cinética de producdo de bioemulsificantes estd associada ao
crescimento celular, também foi relatada para as espécies de leveduras Geotrichum sp.
(Monteiro et al., 2010).

A eficacia do bioemulsificante depende da atividade emulsificante em uma ampla faixa
de temperatura, pH e salinidade (Souza et al., 2016). O bioemulsificante BE4ACK manteve
emuls@es estaveis em uma ampla faixa de temperatura (120 °C) para fontes de 6leo de oliva e
girassol (E2s > 50%) e para os hidrocarbonetos (E2s > 63%) como querosene, hexano e
hexadecano. No entanto, para o 0leo de fritura (E24 de 40%), houve uma reducéo de 10% da
atividade emulsificante. Tais resultados demonstram que 0 BE4CK é termoestavel.

A estabilidade do bioemulsificante produzido por C. lipolytica em altas temperaturas
também foi relatada em temperaturas de até 100 °C (Souza et al., 2016). Da mesma forma, o0s
biossurfactantes soforolipideos produzidos por Candida keroseneae apresentaram alta
estabilidade térmica com atividade emulsionante méxima de 60% no querosene e preservaram
97,25% de sua atividade original a 120 °C (Zahra et al., 2020). A reducdo da atividade
emulsificante pode estar relacionada a desnaturacdo do componente proteico do
bioemulsificante durante o tratamento térmico. Esta propriedade depende da estrutura quimica
da molécula, pois muitos emulsificantes sdo estaveis em variacoes significativas de temperatura
ou apresentam pequenos desvios em temperaturas mais elevadas (Bhaumik et al., 2020).

A estabilidade da emulsificacdo por BE4CK foi mantida para fontes de 6leo de girassol
e 0leo de oliva apenas em pH acido (3-6). Ao mesmo tempo, BE4CK manteve a estabilidade
do emulsificante no querosene em todas as faixas de pH (3-9). A inibicéo da atividade do 6leo
e a acentuada reducdo do querosene foram registradas em valores de pH acima de 6,0. A

diminuicdo da atividade emulsificante esta provavelmente relacionada a mudancas estruturais
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nos bioemulsificantes causadas por condi¢des extremas de pH (Monteiro et al., 2012; Daverey
etal., 2009).

Além de manter a atividade emulsificante em altas temperaturas e faixas de pH, o
bioemulsificante BE4ACK manteve o E2s em diferentes concentragdes de MgCl,, NaCl e CaClo.
Devido a sua natureza, o biopolimero anfifilico BEACK parece ser mais estavel e menos
suscetivel a agdo de ions para atividade coalescente. Resultados semelhantes ao presente estudo
foram demonstrados para o bioemulsificante produzido por Pseudomonas stutzeri NJtech 11-
1. O bioemulsificante bruto pode tolerar 50% de NaCl, MgCl; e CaCl, com apenas 29,8% de
perda de Ex. Leveduras de Meyerozyma caribbica também produziram bioemulsificantes
estaveis em altos niveis de salinidade (Fan et al., 2001). Em contraste, um bioemulsificante
produzido por Candida lipolytica usando 6leo de motor queimado como substrato hidrofobico
mostrou que sua estabilidade emulsificante na concentracdo de 10% de NaCl foi inativa (Souza
etal., 2016).

Ao avaliar a atividade antimicrobiana através do ensaio de difusdo, verificou-se que 0s
isolados de E. coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC
27853 e S. aureus ATCC 25923 nao apresentaram sensibilidade ao bioemulsificante BE4ACK.
No entanto, quando combinado com o OE de Melaleuca (OMBE4CK), exibiram atividade
antimicrobiana para isolados de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 e S. aureus
ATCC 25923. A OMBE4CK aumentou a atividade antimicrobiana frente E. coli ATCC 25922
e ndo causou sensibilidade em P. aeruginosa ATCC 27853.

Esses dados indicam que o 6leo essencial de Melaleuca pode ser um candidato para a
producdo de formulagdes com compostos tensoativos sintetizados por micro-organismos. O
6leo essencial de Melaleuca alternifolia é extraido da Tea Tree (planta nativa da Australia) por
destilacdo a vapor das folhas e ramos terminais, possui atividade bactericida e fungicida,
incluindo capacidade inseticida. Em sua composi¢cdo, monoterpenos ciclicos volateis, que séo
constituidos por terpinen-4-ol, eucaliptol e a-terpineol (monoterpenos oxigenados) combinados
com a-terpineno, y-terpineno e a-pineno (monoterpenos de hidrocarbonetos). Em virtude da
presenca desses compostos volateis, esse OE tem atividade antimicrobiana que leva a inibigcdo
dos processos de respiracdo celular, ruptura da membrana microbiana e vazamento de ions
potassio das membranas celulares em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Ferreira et
al., 2023).

Desempenho antimicrobiano semelhante ao bioemulsificante BE4CK foi demonstrado
para soforolipideos produzidos por leveduras ndo patogénicas de Candida bombicola ATCC
22214, este biossurfactante ndo conseguiu inibir o crescimento de E. coli isoladamente (Joshi-



76

Navare et al., 2013). Mas, em combinacdo com antibidticos, promoveu uma inibicéo total do
desenvolvimento do micro-organismo. Essa capacidade ndo esta relacionada apenas ao efeito
inibitorio aumentado pela acdo aditiva de dois agentes antimicrobianos; também pode estar
associada ao desempenho do SL para facilitar a entrada de moléculas em células bacterianas
(Joshi-Navare et al., 2013). Assim, o efeito antimicrobiano dos CAS se deve ao seu potencial
de formar poros dentro das membranas celulares, essa caracteristica pode aumentar a eficacia
dos agentes antimicrobianos (Gudifia et al., 2010).

A resisténcia antimicrobiana aos antibioticos esta relacionada a capacidade dos micro-
organismos formarem biofilmes, que dentro dessa estrutura exibem dezenas de atributos,
tornando-os de dificil eliminacdo (Rather et al., 20021). Diante deste fato e da capacidade
antimicrobiana da emulsdo (BE4CK e OE Melaleuca), investigou-se a acdo do bioemulsificante
e da emulsdo na inibicdo e erradicacdo de biofilmes formados por E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923.

O composto apresentou um efeito dependente da concentracdo, com melhor atividade
inibitoria da formacéo de biofilme obtida em concentracdes de 25 mg/mL contra patdgenos
bacterianos. Maior atividade de BE4CK foi encontrada em S. aureus ATCC 25923, enquanto
menor atividade foi demonstrada para P. aeruginosa ATCC 27853. O perfil de atividade da
BEACK pode estar relacionado as caracteristicas da parede celular de ambas as bacteérias.

A atividade antibiofilme da emulsdo diminuiu gradualmente em concentracfes mais
baixas. O 6leo essencial de Melaleuca ja demonstrou atividade antibiofilme contra S. aureus e
E. coli (Budzynska et al., 2011). Por outro lado, ha evidéncias prévias do sinergismo entre CAS
e Oleos essenciais; este fato reforca a hipotese da capacidade dos CAS em facilitar a entrada de
moléculas antimicrobianas nas células (Mukherji et al., 2014). Além disso, emulsbes de 6leo
essencial de Melaleuca mostram-se uma excelente estratégia de controle microbiano, uma vez
que sua melhor capacidade de infiltracdo tecidual e capacidade de estabilizar a volatilizacdo de
terpenos, seus principais compostos antimicrobianos, sdo consideradas. Neste estudo, emulsdes
de OE de Melaleuca (OMBE4CK) foram estaveis até 250 (E 250) dias de avaliacdo (dados ndo
mostrados), o que potencializa seu uso em formulagdes.

A formacdo de biofilme em dispositivos médicos é uma das principais causas de
infeccBes nosocomiais e representa um grave problema de saude publica. Como possivel
alternativa para solucionar esse problema, também foi avaliado o potencial da emulsao em inibir
a formacdo de biofilme em cateteres de poliuretano em diferentes concentragfes. Na
concentragdo mais alta (25 mg/mL), OMBE4CK mostrou uma percentagem significativa de
potencial inibitorio de 43% para S. aureus ATCC 25923. Outros autores também relataram esta
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capacidade de interferir na formagéo de biofilme. Mendes e Cols (2021) mostraram que uma
mistura de soforolipideos produzidos por Starmerella bombicola CBS 6009 com o decil sulfato
de sddio (SDS, surfactante comercial) demonstrou atividade inibitoria da formacéo de biofilme
por S. aureus e E. coli. Outro estudo proposto por Pontes et al. (2016) determinaram que a
presenca de soforolipideos na superficie do cateter (silicone) diminuiu a hidrofobicidade do
material e a formac&o de biofilme por S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922.

A emulsdo OMBE4CK apresentou melhor atividade na remogdo de biofilmes em
comparacgdo a acao isolada de BE4CK. A erradicacdo do biofilme pode estar relacionada aos
efeitos bacteriostaticos e bactericidas da emulsdo OMBE4CK.

Biofilmes sdo comunidades microbianas dificeis de eliminar. O potencial do
bioemulsificante BE4CK e da OMBE4CK em emulsdo na erradicacao de biofilmes foi avaliado
visando buscar estratégias para dispersar esta estrutura. O tratamento com o bioemulsificante
isolado sobre o biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 néo apresentou
resultados efetivos em todas as concentragdes. Em contraste, biofilmes de S. aureus ATCC
25923 foram significativamente erradicados.

A baixa dispersdo do biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853
pode ser atribuida a dificuldade dos CAS em penetrar na matriz do biofilme. Nesse sentido,
maiores concentracfes de CAS sdo necessarias para o desprendimento do biofilme pré-
formado. Uma substancia tensoativa deve penetrar no biofilme e a interface do substrato deve
separar-se do biofilme (Abdollahi et al., 2020). Apds sua penetracdo, podem alterar as
propriedades superficiais, levando a separacdo dos biofilmes das superficies (Abdollahi et al.,
2020).

Na completa erradicacdo do biofilme de S. aureus, provavelmente esta relacionada a
capacidade do bioemulsificante BE4CK de aumentar a acdo do 6leo essencial de Melaleuca,
facilitando sua entrada pela matriz do biofilme. A matriz de biofilme apresenta uma dindmica
a ser considerada na aplicacdo de um determinado composto antibiético. Nesse caso, a acdo de
disposicdo das celulas pode ser melhorada com o uso de CAS que alteram as caracteristicas
superficiais, como hidrofobicidade ou hidrofilicidade, além das caracteristicas de carga elétrica
(repulsdo e atracdo) (Silva et al., 2017). Sistemas emulsionados (contendo 6leos essenciais)
podem ser interessantes no controle de biofilmes microbianos. O presente estudo observou que
a emulsdo em concentragcdes mais elevadas foi mais efetiva que o bioemulsificante BE4CK na
erradicacdo do biofilme de P. aeruginosa.

Pelo teste de toxicidade, o bioemulsificante BE4CK nao apresentou toxicidade nas

concentragdes. As células permaneceram viaveis e ndo sofreram morte celular. A viabilidade
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celular foi > 88,89%. Da mesma forma, verificou-se que as diferentes concentragdes do BE4CK
ndo apresentaram efeitos toxicos sobre larvas de 7. molitor. Este resultado pode estar
relacionado a capacidade de moduladores da resposta imune, uma vez que a ativagao
imunologica por biossurfactante mostrou que a fengicina, a iturina A e o ramnolipideo
aumentaram significativamente a capacidade de sobrevivéncia de larvas de 7. molitor contra E.
coli (Edosa et al., 2020).

Diferentemente, a emulsao OMBE4CK em altas concentracdes foi significativamente
toxica para larvas de 7. molitor. A toxicidade da emulsdao pode ser relacionada a presenga do
OE Melaleuca, que em doses mais elevadas apresenta efeito toxico (Bertocchi et al.,
2020). Testes de toxicidade com CAS de biossurfactantes produzidos a partir de espécies do
género Candida também indicaram a auséncia de toxicidade dessas biomoléculas contra

bioindicadores marinhos (Rufino et al., 2014; Freitas, 2016; Luna, 2016).
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6 CONCLUSOES

Este estudo apresentou pela primeira vez um bioemulsificante derivado de Candida
krusei isolada de fruto. A levedura apresentou excelente capacidade de utilizacao de glicerol
como substrato para crescimento e producdo de bioemulsificante. Esta biomolécula demonstrou
propriedades promissoras em termos de emulsificar diferentes fontes de dleo vegetal e
hidrocarbonetos, auséncia de toxicidade, estabilidade de emulsdes em ampla faixa de
temperatura, pH e salinidade. Além disso, o bioemulsificante BE4CK e a sua combinagdo com
6leo essencial de Melaleuca inibiram e erradicaram a formacdo de biofilme por patégenos
humanos em superficie de poliestireno. Tais propriedades enfatizam que o bioemulsificante
pode representar uma nova fonte de agentes antibiofilme e pode ser uma estratégia de medidas
preventivas de infeccdo e terapia antimicrobiana, para reduzir a colonizacdo de dispositivos
médicos e mitigar infec¢bes. Nesse contexto, esperamos que este estudo contribua para fornecer
informacgdes para o desenvolvimento de novas tecnologias de aplicacdo, no melhoramento das
linhagens e dos processos de producdo, e devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade, os bioemulsificantes poderdo se tornar compostos de uso comum nas industrias em

um futuro préximo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Acredita-se que esta seja a primeira vez que a espécie Candida krusei € citada na
literatura como levedura isolada de frutos com potencial para producdo de compostos ativos de
superficie. Por esta razdo, torna-se necessario a investigacdes futuras para continuacdo dos

estudos, sugerindo-se, particularmente:

e Otimizar a producdo do bioemulsificante;

e Estudar a utilizagao de novos substratos que possibilitem o desenvolvimento do
processo;

e Otimizar o processo de extracdo e de purificacdo do bioemulsificante;

e Proporcionar melhor condicdo para Candida krusei M4CK produzir a
biomolécula de biossurfactante;

e Realizar a identificacdo do bioemulsificante produzido através da técnica de
Infravermelho por Transformacéo de Fourier (FTIR);

e Ampliar os estudos da combinacdo do BECK4 com outros 0Oleos essenciais para
producdo de compostos com atividades bioldgicas;

e Avaliar outras possibilidades de aplicacdo do bioemulsificante produzido.
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ANEXO A - Cromatografia Gasosa do bioemulsificante BE4CK bruto

1 Anélise de ésteres metilicos dos acidos graxos
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Figura Al e Tabela Al — Resultado das analises de acidos graxos expressos na forma de metil

ésteres e as respectivas concentracdes relativas.

2 Analise dos acucares na forma de poliacetato alditois

2.1 Cromatograma do padréo de 5 carboidratos
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Figura A2 e tabela A2 — cromatograma e composicéo relativa de um padrdo constitudo de 8
carboidratos na forma de poliacetato.
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Figura A3 — padrdo de carboidratos (linha preta) e amostra (linha rosa) revelando a maior
quantidade de Manose e glicose em menor quantidade.
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Figura A4 - Quantidade de Manose e glicose da amostra BE4ACK.
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Abstract: Surface-active compounds (SACs), biomelecules produced by bacteria, yeasts, and fila-
menitous fung, have intenesting propertes, such as the ability to interact waith surfaces as well as
hydrophobic o hy deophalic miterfaces. Becawse of their advantages over other compounds, such as
hedegradability, low tosialy, antinuerobal, and healing propertes, SACs ane attractive targets for
research i vanous apphications in mediane. As a resull, a growing number of properbes related
to SAC productien have been the subgect of saenbhc research during the past decade, searchang
for potential future applications m bemedical, pharmaceutical, and therapeutic Belds. Thas review
ams to provide a comprehensive understanding of the potential of biosurfactants and emulsifers
as anbimucrobials, medulators of virulence factors, anticancer agents, and wound healing agents m
the Geld of bokechnelogy and biomedicine, to meet the mereasing demand for safer medical and
pharmacological therapaes.

Keywords: surface-active conpounds; Bosurfactants; bioemulssfer; nologeal properties; biotechnology

L Introduction

Microorganisms can produce several surface-active compounds (SACs) with hy-
drophilic and hydrophobic moieties. These structural features allow them to interact with
the surface and inferfacial tensions, form micelles, and emulsify immiscible substances [1,2].

Biosurfactants (BSs) and bioemulsifiers (BEs) are considered SACs because of their abil-
ity to interfere and with modify ing surfaces. Because these biomolecules are amphiphilic
and are produced by different microorganisms, they have different physicochemical prop-
erties and physiological roles, which contribute to their specific funcions in nature and
biotechnological applications [3].

Fecently, the production of SACs has received extensive attention because of their
diverse applications, such as dissolving water-insoluble compounds, heavy metal binding,
contaminant desorption, inhibiting bacterial pathogenesis, adhesion, and cell aggrega-
tion [4-#]. In addition, SACs also have several advantages over synthetic surfactants, such
as lowr towicity, lower critical micelle concentration (CMC), higher biodegradability, and
ecological acceptability [9].

Muoreover, these compounds exhibit antibacterial [5,10], antifungal [11], antiviral [12],
and antitumor activities [13]. Their antiadhesive properties and antibiofilm activities are
also important in inhibiting the adhesion and colonization of pathogenic microorganisms
and removing preformed biofilms on silicone discs and other biomedical instruments [14].

The present use of these biomolecules has aroused interest from several sectors because
of their numerous fundctions and sustainable properties, allowing various applications in

Antibiotics 2022, 11, 1106 hitps:// doi orgy 10,3390/ antibiotics11 081106

hl:tps .-’.-’mvw.mdpi.:mn.-’jcunu].-’mﬁbinﬁn:

102



Antibuotics 2022, 11, 1106

loflE

petroleum, food, medicine, pharmaceuticals, chemicals, pulp and paper, textiles, and
cosmetics.  Furthermome, because of their application in soil bioremediation, they are
considered the “green molecules™ of the 21st century [15]

L Surface-Active Compounds
21. Biosurfactants

Biosurfactants (B5s), which are low molecular weight microbial compounds, are
synthesized extracellularly or linked to the cell membrane of bacteria [16], yeasts [17], and
filamentous fungi [18]. Produced under various extreme environmental conditions, their
chemical compositions depend on the microorganism that produces them, raw materials,
and process conditions [6].

Surfactants are amphiphilic molecules with a hy drophobic moiety comprising a hy-
drocarbon chain with saturated or unsaturated and hydroxylated fatty aleohols or fatty
acids, and a hydrophilic moiety comprising hydroey], phosphate, or carboweyl groups,
or carbohydrates {such as mono-, oligo-, or polysaccharides) or peptide fractions [3,149].
Depending on their biochemical nature, these compounds are classified as glycolipids,
lipopeptides, lipoproteins or fatty acids, and phospholipid polymers, with glycolipids and
lipopeptides being the most abundant [20,21].

Glycolipids consist of mono- or oligosaccharides and lipids, where different sugars
(glucose, mannose, galactose, glucuronic acid, or rhamnose) link to form saturated or un-
saturated fatty acids, hydroxylated fatty acids, or fatty alcohols. The most studied groups
include sophorolipids (SLs), mannosylerythrito] lipids, trehalolipids, and rhamnolipids
(RFLs) [22,23], which are usually produced by the yeast Starmerella bombicola [24], Pseu-
dozyma sp. [25,26] Bhodococcus eryihropolis [27] and Psewdomonas aeruginosi [26], respectively.

O the other hand, lipopeptides (LF) consist of oy clopeptides with amino acids linked
to fatty acids of different chain lengths [29]. The most common among these are surfactin,
iturin, and fengycin [25-31] which are produced by different microorganisms, such as the
genera Badillus [32], in turn, other lipopeptides have been detected in Bacllus amyloliguefi-
dens [33], Streptontyces sp. [M], Pseudomonas guguanensis [35), and Serratia marcescens [36].

Microorganisms that produce BS inhabit water (fresh, underground, and sea) and land
(soil, sediments, and mangroves) and can grow in extreme environments (oil reservoirs)
and under different temperatures, pH values, and salinity levels [37-35].

These microorganisms are generally heterotrophs that need carbon, nitrogen, minerals,
vitamins, growth factors, and water to grow and produce metabolites. In general, carbon
sources (carbohydrates, oils, and fats) and hydrocarbon groups are often consumed during
B5 production. For example, glucose, a carbon source easily metabolized by microorgan-
isms through glycolysis to generate energy, is commonly reported as a factor in producing
higher yields [37,40].

Because of their amphipathic natune, BSs can mix immiscible fluids, reduce surface and
interfacial tensions, and promote solubility of polar compounds in nonpolar sobvents [41]
that help exhibit numerous properties, such as foaming, dispersion, wetting, emulsification,
demulsification, and coating, making them suitable for physicochemical and biological
remediation fechnologies of organic and metallic contaminants [42].

Biosurfactants due to their physicochemical properties have industrial applications in
pharmaceuticals, textile processing, agriculture, cosmetics, personal care, and the food in-
dustry, as well as environmental applications in soil remediation, hy drocarbon degradation,
and oil recovery [43-45].

Several BSs have antibacterial, antifungal, antiviral, or antitumor properties, mak-
ing them potential alternatives to conventional therapeutics in many biomedical applica-
tions [45,46].

Despite their versatility and efficiency in terms of applicability in different fields,
their production has always been a challenge because of ineffident bioprocessing and
high costs due to the expensive substrates used [33]. Therefore, optimizing strategies
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on cost efficiency and high-yield bioprocessing is critical for low-cost production and
mass commercialization.

2.2, Bivemulsifier (BE)

Unlike BSs, bioemulsifiers (BEs) have high molecular weight and can emulsify, even
at low concentrations, two immiscible liquids, while not reducing surface or interfacial ten-
sion [47]. These comprise complex mixtures of heteropolysaccharides, lipopolysaccharides,
proteins, glycoproteins, or lipoproteins, which guarantee better emulsification potential
and emulsion stabilization [3,48,49].

Bicemulsifiers, which are synthesized by bacteria, yeasts, and filamentous fungi, can be
isolated from contaminated soil, mangroves, seawater, freshwater, and human skin [50-53].
The most studied polymeric BEs include emulsan, alasan, liposan, mannoprotein, and other
polysaccharide-protein complexes. Members of the genus Acinetobacter sp. are commonly
reported to produce BEs [15].

Despite numerous reports on the production of BEs and BSs by different bacteria, the
genus Acinetobacter spp. received special attention because it is the first known producer
of BEs, with emulsan, biodispersan, and alasan as the best examples of BEs commercially
produced by the genus. These BEs are mainly used in microbial oil recovery and the
biodegradation of toxic compounds [15].

Compared with synthetic surfactants, BEs have many advantages as they are eco-
friendly, biocompatible, less toxic with higher biodegradability, and active at extreme
temperatures, pH values, and salinity levels. Furthermore, BEs can be produced from low-
cost renewable substrates, such as industrial waste, vegetable oils, and hydrocarbons [53].

Various carbon sources are used in BE production, such as ethanol, n-hexadecane,
crude oil, glucose, lactic acid, methylnaphthalene, peptone, n-heptadecane, edible oil,
olive oil, glycerol, and C-heavy oil [54]. Conventionally, microbial production of BE is
still expensive, with the use of synthetic sources as one of the factors contributing most to
the high costs. One promising strategy to make the cost economically viable is to include
renewable sources from agro-industrial residues and by-products. In this sense, previous
research had explored several alternative low-cost substrates, such as residual soybean
oil from frying and corn steep liquor, as alternatives to synthetic sources of carbon and
nitrogen [53].

Despite their potential advantages, several obstacles hinder practical BE applications, in-
cluding low vields and high purification costs. To address these issues, researchers have been
striving to develop more cost-efficient BEs, which can be used at low concentrations [55].

Bioemulsifiers can form very stable emulsions and dispersions that do not mix, remain
attached to the droplet interfaces, and can re-emulsify by adding or replacing a new solvent
without diluting. Because of these advantages, BEs are preferred over BSs in the cosmetics
and food industries [45].

Because of diverse functions, such as emulsification, wetting, foaming, cleaning, phase
separation, surface activity, and hydrocarbon viscosity reduction, BEs are best suited for
bicremediation, enhanced oil recovery, cleaning of pipe and vessels contaminated with oil,
and more. In addition, emulsifiers are widely used in the food and drug industry [56].

2.3, Microorganisms Producing SACS

For many years, researchers have tirelessly searched for microorganisms that have the
potential to produce secondary metabolites with surfactant or emulsifying properties. The
amount of BS or BE produced depends on the type of microorganisms and their sources
(Table 1).
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Table 1. Lists some micreorganisms that produce surface-active compounds.

Microorganism Biosurfactant/Bisemulsifier Referemce
Aandobacter calcogcetions RAG-1 Emulsan [57]
Adondobacler radioresstant KAS3 Alasan [54]
Adnaobrcter fund Ba Surfactin/ fengy cin [59]
Acndobacler fung BD Fhamnolipids [60]
Acndobrcler calcogeetions A2 Baodispersan [61]
Bacidlus nealsonii stram S2MT Surfactin [2]
Bacidlus aibidis 3NA Surfactin [62]
Bacidlus thailondensis E264 Fhamnaolipids [63]
Bacilus velezensis Iturin, surfactn, and fengycin [&4]
Candidi keroseneae GBME-1AUR-2 Sopherclipids [65]
Candida [ipolytica UCP 0988 Rufizan [64]
Lactobacilus sp. Susfactin, ur, and Licheny sin [67]
Peendomonas aeruginesg SG Fhamnalipids [8]
Psewdomonas fluorescens SEW 25 Viscosine [69]
Psewdomonas sp. SIWE Fhammnaolipids [70]
Serratia sp. Z56 strain Serraweltina [71]
Yarrowia ipofytica IMUFR]50682 Yamsan (g |
Trichosparan mycelerinivorans CLA2 Lipud-polysaccharide complex [73]

3. Biological Properties
11, Antimicrobial Activities

The discovery of antibiotics in the last century can be considered a major advancement
in medicine because the use of these antimicrobial agents significantly reduced morbidity
and mortality associated with microbial infections. Antibacterial and antifungal factors
reduce and eliminate the viability and growth of microbial populations through several
mechanisms: (i) disruption of extracellular membranes and/ or their cell wall, (i) inhibi-
tion of gene expression, (iil) DNA damage, or (iv) manipulation of important metabolic
pathvways [74].

Bacteria become resistant to antimicrobial agents in several ways through horizontal
gene transfer between genetic elements of different strains and the environment that confer
mesistane and through mutations that interfere with basic cell functions in addition to
conferring resistance to microorganisms [75,76).

The most resistant bacteria associated with serious hospital infections include Enterococ-
aus faecalis, Staphdococcus aurens, Klebsiella pneumonine, Acinetobacter baumanii, P aeruginesa,
and Enterobacter sp., which often result in high mortality rates [77]. Furthermore, other
microorganisms such as Candida spp. can also be considered a global health threat because
of their esistance to antimicrobial agents [78-80].

The increasing rates of antimicrobial resistance and the emergence of new microbial
pathogens minforee the need to find new antimicrobial compounds to fight microbial
infections. Among these new strategies, 5ACs have promising antibiotic and disinfectant
potential, as well as antibiotic delivery properties due to their physicochemical properties.
Most of these biomolecules can break the outer and inner membranes of pathogens, thensby
exploiting their charge and hydrophobicity. The advantages of using SACs as antimicrobials
include their broad-spectrum bactericidal action and the absence of pathogen resistance
mechanisms [51].

Cationic surfactants comprise the largest class of synthetic surfactants with antimicro-
bial properties because of their broad spectrum of biostatic and biccidal activities against
planktonic pathogens. The hydrophobic chain of cationic surfactants penetrates the mi-
crobial cell membrane and interferes with membrane continuity and metabolic processes,
leading to cell death [52]. Despite exhibiting antimicrobial efficiency mainly against Gram-
positive bacteria (29-32 mm), such as 5. aurens and Bacllus subtilis, these compounds are
less biodegradable than natural surfactants [83].
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Previous studies reported the antimicrobial efficacy of ghycolipid SACs produced by
microorganisms. For example, RLs produced by F asruginoss significantly inhibited the
growth of 5 mutars UA15Y and 5. sanguinis ATCC10556. Furthermore, they completely
inhibited the growth of Aggregatibacter actinomycet emcomitans Y4 at high concentrations [7].

Similarly, the synergistic action of two RL B3s produced by E aeruginess C2 and Bacillus
stratospheriois A15 demonstrated bactericidal activity by rupturing the membrane of gram-
positive and gram-negative backeria, such as 5. aureus ATCC 25923 and Escherichia coli
k8813 [84]. Because of these actions, the membrane disintegrates, leading to penetration
into the cell wall and plasma membrane through the formation of pores, followed by
leakage of internal cytoplasmic materials, leading to cell death [55].

A previous study demonstrated that the synergism between essential oils of oregano,
cinnamon tree, and lavender with KLs produced by EF aeruginesd increased the antimicrobial
effect against Candida albicans and S mireus which are resistant to methicillin [86], revealing
that SAC activity can be enhanced when they establish a synergistic relationship with other
compounds. In addition to KLs, SLs are also easily extracted and are usually produced by
Candida spp. yeast [87] either in the lactone form or the acid form or as a mixture of both
forms [&8,89].

A previous study showed that SL produced by C. allicans SC5314 and Candida glabrata
CBS1238 showed antibacterial properties against pathogenic bacteria Bacillus subtilis and
E. coli [10]. Besides its antibacterial activity against both Gram-positive and Gram-negative
bacteria, this class of BS also exhibited promising antifungal activity against pathogenic
fungi including Calletotrichum gloeosporioides, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum,
Conmespora casgicola, and Trichophyton rubrim [90].

The antimicrobial activity of SACs glycolipids was found to be dependent on the
type of glycolipid and the interaction with the cell membrane. Diaz de Renzo et al. [63]
demonstrated that RLs inhibit bacterial growth in the exponential phase while SLs inhibit
growth between the exponential and stationary phases.

The antimicrobial potential of ipopeptide SACs has also been recognized; these
biomolecules correspond to the most important components of metabolites that are syn-
thesized by many species of the genus Bacillis spp., which characterize the strains of this
genus as important parts of plant disease control and food safety [91-93].

Antimicrobial lipopeptides, such as iturin, fengycin, and surfactin, have been iden-
tified in Bacillus vefezensis HCG. Surfactin exhibited strong antibacterial effects against
Listeria monocyfogenes and Baalius cerens, while fengycin and iturin inhibited the growth of
pathogenic fungi Aspergillus flrous, Aspergillus parasiticus, Aspergillus sulphureus, Fusarium
graminearum, and Fusarium oxysporum [94]. Researchers also found that when B. nelezensis
HC# is applied to com, it reduced the levels of aflatoxin and ochratoxin produced by fungi.

Ohadi et al. [95] demonstrated that lipopeptides produced by Acinetobacter funii dis-
plaved nonselective activity against Gram-positive and Gram-negative bacterial strains.
The data showed that this bioproduct had effective antibacterial activity at concentrations
almost below the CMC and that the minimal inhibitory concentration (MIC) values were
lower than the standard antifungal activity, exhibiting almost 100% inhibition against
Conalidda ntilis.

Other broad classes of bacterial metabolites with surface-active potential and antimi-
crobial effects include glycoproteins, peptides, and fatty acids. Lactobaallus spp. produced
a biactive glycolipoprotein surfactant with antimicrobial activity against C. albicans using
sugarcane molasses as substrate, and some pathogenic gram-positive and gram-negative
bacteria [96]. A oyclic heptapeptide containing a fatty acid moiety produced by Bacilus sub-
tilis, called bacaucin 1, exhibited specific antibacterial activity against methicillin-resistant
5. aureus (MESA ) by disrupting the membrane without detectable towicity to mammalian
cells or induction of bacterial resistance. In addition, this peptide was found to be efficient
in preventing infections in both in vitro and in vivo models [7].

Finally, some microorganisms excrete mixtures of bicactive compounds with surface-

reducing ability and emulsifying potential. For example, the actinomycete strains of Strep-
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fomyces griseoplianus MERL-ISPS00% produced a BS component that is a complex mixture of
proteins, carbohy drates, and lipids that have antimicrobial activity against gram-positive
bacteria (Bacillus sultilis, 5. aureus) and pathogenic fungi (C. albicans and Aspergillus fumi-
gatus). However, it is only moderately active against Gram-negative bacteria E. coli and
Saimonella typhimurium [37].

12 Antimiral Activity

Viruses represent a serious threat to human health at a global level Previous studies
have described secondary metabolites with surface-active properties for their antiviral
properties against a variety of viruses. Antiviral activity by SACs was shown to be effective
against various viruses, enveloped and nonenveloped (Table 2).

Table L Antiviral propertes of SACS.

Biosurfactant/

Bivemulsifier Microorganism Antiviral Activity Virus Reference
Semliki Fosest virus
Rupturing the viral hipid Sumplex virus (98]
membrane and part of the capsid (HS5V-1, H5V-2) '
Suid herpeavirus (SHV-1)
. . o Simuan immunodeficiency
Surfactin Baalls subfilis [SIV) :
Feline cahciwinus (FCV)
Inhibited the Coronav iruses: [99]
proliferation Epadermic porcine diarrhea '
(FEDV)
Transmassible
gastroenteribis virus (TGEV)
~ B . Infhuenza A (HINT) [10:0]
Lipopephdes Inhibiked the f'“mb:ﬂ fusion Human Coronay irus 10103
bebween the virus and host cells, SARSCal2 [101-103]
Sopherclipads Candida bombicola Wirucidal property Virus (HIV) - [104,105]
Inhibits the Simplex virus .
Peeudomonas spp. oy opathic effect HSV-1, and HSV-2; 1ol
.. Sunplex vitus
Rhamnalipids — - Enbihibed the HEV-1 and HEV-2,
i u::r;;gﬁm.r a coliferation Human cosomay ines: [12]
’ pro HCoV-229E and
SARS-Col-2

Viral infections represent one of the main causes of human and animal morbidity
and mortality that lead to significant healthcare costs [107]. Therefore, secondary metabo-
lites with surface-active properties should be considered promising substances for the
development of antiviral compounds,

33 Anti-Inflammatory Activity

Inflammatory responses represent a crucial aspect of a tissue's response to certain
injuries, chemical irritation, or microbial infections. This complex response involves leuko-
cyte cells, macrophages, neutrophils, and lymphooytes. In response to inflammation, these
cells release specialized substances, including amines and vasoactive peptides, eicosanoids,
pro-inflammatory oytokines, and acute-phase proteins, which mediate the inflammatory
process and prevent additional tissue damage [108].

Curmently, studies on 54Cs are looking into their potential as anti-inflammatory drugs.
For example, a recent in vivo study showed that surfactin inhibited the pro-inflammatory
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response in Zebrafish Jaroae (Danio rerio), significantly reducing the expression of interleukin
(ILH1B, IL-8, tumor necrosis factor- e (TNF-a), nitric oxide (MO}, nuclear factor kappa-f§
P65 (NE-xBp65), cyclooxygenase-2 (COX-2), and inducible nitric oxide synthase (iNOS) and
increasing the expression of [L-10. Furthermore, the study showed that surfactin reduced
neutrophil migration and alleviated liver damage [105]

Cither studies showed that surfactin systematically induced CD4 + CD25 + FoxP3 + Tregs
in the spleen of mice, which inhibit T cells from producing pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a and interferon (IFN)}y. Moreover, surfactin atienuation of chronic inflammation
increased IL-10 expression in atherosclerotic lesions of the aorta of mice, demonstrating that
B5s can mestore the balance in the Thl/Th2 esponse in mice [110], as well as induce the
maturation of dendritic cells (DCs) and increase the expression of MHC-I molecules and
other costimulatory factors [111].

Few anti-inflammatory properties mlated to glycolipid BSs have been reported.
Sophorolipids produced by C. bombicola reduced lipopelysaccharide-induced expression of
TNF-ct, COX-2, and IL-6 in RAW 264.7 cells [112], and reduced the level of immunoglobulin
E {IgE), TLR-2, IL-4, and STAT3 mRNA expression [113]

In previous in vivo models, SLs reduced sepsis-related mortality and exhibited anti-
inflammatory effects in mice by inhibiting nitric oxide and inflammatory cytokine pro-
duction [114,115]. On the other hand, the glycolipid complex had no significant effect on
the proliferative effect of peripheral blood leukocytes because it activated the production
of pro-inflammatory cytokines (IL-1P and TNF-o) without affecting the [L-6 production
in vitro in the monocyte fraction [116].

34, Anticancer Activity

Cancer is considered a multistage disease, the etiology of which is associated with
high incidence and mortality rates globally. Chemotherapy drugs, surgery, and radiation
remain the most common treatments to fight the disease in humans. However, they ame all
associated with serious adverse effects, indicating the lack of spedificity and the need to
discover new antitumor agents to improve the effectiveness of conventional chemotherapy
drugs while reducing the adverse effects [74].

For these purposes, several studies have demonstrated the antitumor potential of
several SACs (Table 3). Biosurfactants have been proposed as suitable drug candidates
for many diseases including cancer [117]. Given their wide applications, the interest in
exploring their role in promoting human health continues to grow.

Table 3. Anbicancer achivity of SACS agamnat cancer cells,

Biosurfactant’

Bicemulsifier Microorganism Anticancer Activity Cancer Referene
Rbammelipids
L - Inhibiting cell Human breast cancer
nm:mﬁand P aeruginosa MR division at lower concentrations MCEr [115]
Increased the HepG2 liver cancer ells [109]
apoptosis
I i 'y . . Hreast
Sophorolipids hmka'hmfﬂafmmw Cytotovisty L{DH-EEII [11]
Inhibitad el Liver
roliferation Lung [120]
3 Leukemia
Reduced tumor growth and weight;
Apoptosis; Elevated levels of Melanoma skin cancer [13]
Surfactin immune-boosting madistors
; - i activi i ] B
Bacillus i Cymﬂmmugr:;:;umt:mrnc hka;tm:.s:r lj'l.;J
Iturin Biacillys meguterium Inhibited the growth of cancer cells Breast cancer [121]
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1.5 Antibiofilm Activity

Biofilms comprise microbial communities attached to the surface and embedded in
an extracellular matrix composed of extracellular polymeric substances (EPS) secreted by
cells that reside within them. In general, EPS is a mixture of polysaccharides, proteins,
extracellular DMNA (eDMNA), and other smaller components. The biofilm matrix constituents”
physical and chemical properties enable the matrix to protect resident cells from desiccation,
chemical disturbance, invasion by other bacteria, and death from predators. However
biofilms often cause major medical problems and are the cause of chronic infections because
biofilm communities can house bacteria that are tolerant and persistent against antibiotic
treatment and are more resistant to antibiotics compared with planktonic bacteria [9,122].

Because of their composition, biofilms cause a wide range of chronic diseases due to
the emergence of antibiotic-resistant bacteria that have become difficult to treat effectively.
To date, available antibiotics are ineffective in treating these biofilm-related infections
because of their higher MIC and minimal bactericidal concentration values, which may
lead to in vivo toxicty. Therefore, designing or tracking antibiofilm molecules that can
effectively minimize and eradicate biofilm-related infections is important [123].

Because of their antimicrobial, antiadhesive, and antibiofilm properties, 34 Cs can
be used to neutralize biofilm formation and the emergence of drug-resistant microorgan-
isms [14]. These biomolecules tend to interact with antimicrobials [124,125], which are
usually less effective against biofilms in general and multispecies biofilms asscciated with
extremely complicated polymicrobial infections.

A mixture of lipopeptides (surfactin, iturin, and fengycin), which are synthesized
by B. subtilis, prevented biofilm formation by inhibiting cell adhesion of Trichosparon spp.
by up to 96.89%, and dispersed mature biofilms {up to 9%.2%), reducing their thickness
and cell viability. This mixture reduced cell ergosterol content and altered the membrane
permeability and surface hy drophobicity of planktonic cells [126].

Another mixture of lipopeptides (surfactin, iturin, and lichenysin) was identified for
the first time in Lactobacilus spp. vaginal exhibited strong antiadhesive activity (up to 74.4%)
against the biofilm producer C. abicans [67]. Mixed lipopeptides (iturin, fengycin, and
surfactin) with higher surfactin content produced by B. su btilis TIM10 and B. val lismortis
TIM68 inhibited the biofilm formation of Malassezia spp., espedally TIM10, by about
90 [127].

Mearwhile, surfactin-type BS produced by B. subtilis reduced adhesion and stopped
the formation of 5. aureus biofilm on glass, polyvstyrene, and stainless-steel surfaces. Sur-
factin significantly decreased biofilm percentage and reduced fciA and fcal) expressions,
which are important for staphylococcal biofilm structure. Furthermore, lipopeptides have
been shown to affect the quorum sensing (5] system in 5. aureus by regulating the autoin-
ducer 2 activity [94].

In terms of the antibiofilm activity of ghrcolipids, Allegrone et al. [128] reported the
effects of different types of RLs. They demonstrated that L produced by F aeruginosa
89 (REYBS) was 91.4% pure and comprised 70.6% of monorhamnolipids and 20.8% of
dirhamnolipids. The pure extract RS%BS inhibited 5. aureus adhesion (97%:) and biofilm
formation (85%:). Furthermore, purified monorhamnelipids (mRE8985) have been observed
to induce dispersion of preformed biofilms at all concentrations (0.06-2 mg/ml) by 80-59%,,
unlike the pure extract REYBS and purified dirhamnolipids (dREYBS), which depended on
the tested concentration.

Ceresa etal. [5] demonstrated that R8YBS-coated silicone elastomeric disks significantly
neutralized Staphylococous spp. biofilm formation in terms of accumulated biomass (up to
60% inhibition in 72 h) and @ellular metabolic activity (up to 65% inhibition in 72 h). The
results suggested that KL coatings may be an effective antibiofilm treatment procedure
and represent a promising strategy for preventing infections associated with implantable
medical devices.

Shen et al. [129] demonstrated that besides inhibiting the formation of mew biofilms,
RLs were superior in eradicating mature biofilms formed by Hdicobacter pydori, E. coli,
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and Streptococous mutans in a dose-dependent manner, compared with other antibacterial
agents even at concentrations below minimum inhibitory concentrations (MICs). They
can enhance the effect of antimicrobial agents. Sidrim et al. [130] observed that these
maolecules significantly increased the activity of meropenem and amaoxicillin-clavulanate
against mature Burkholderia pseudomallei biofilms.

Rhamnolipids produced by P aeruginoss 5514 also inhibited planktonic cells of fila-
mentous fungi of Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. The formation and
rupture of mature biofilms were dose-dependent, with the highest activity observed at
concentrations of 2 = MIC against both pathogens [131].

Like ELs, 5Ls exhibited an effective inhibitory activity against biofilm formation.
Ceresa et al. [132] obtained three different SL products: SLA {acid congeners), SL18 (lac-
tonic congeners), and SIV {mixture of acid and lactone congeners), which all showed an
inhibitory effect of 70%, 75%, and 80% for 5. aureus, P! aeruginosa, and C. allicans, respec-
tively. Using 0.8% w/r SLA on pre-coated medical silicone disks reduced 5. aurais biofilm
formation by 75%. In co-incubation experiments, 0.05% /o SLA significantly inhibited
5. murens and C albicans from forming biofilms and adhering to surfaces by 90-95% at
concentrations between (00025 and 0.136 w'.

Antibiofilm activities were also demonstrated for BSs produced by probiotics of the
genus Bacillus sp. that wem isolated from cervicovaginal samples. This bioproduct,
called BioSa3, was highly effective in the formation of biofilms of different pa
and multidrug-resistant strains, such as S. aurens and Staphyiococois haemolyticus. The
anti-biofilm effect may be related to the ability of BioSa3 to alter the membrane physiology
of the tested pathogens to cause a significant decrease in surface hydrophaobicity [133].

Thus, 5ACs are good candidates for the emergence of new therapies to better con-
trol multidrug-resistant microorganisms and inhibit infections associated with biofilms,
protecting surfaces from microbial contamination.

1.6 Wound Healing

Wound healing is an important but complicated process of tissue repair in humans
or animals, comprising a multifaceted process organized by sequential and overlapping
phases, incdluding hemostasis, inflammation phase, proliferation phase, and remodeling
phase [124,135]. Failure of one of these phases caused by a deregulated immune response or
insuffident oxygenation impairs the healing process, leading to ulcerative skin defect (chronic
wound) or excessive scar tissue formation (hypertrophic or keloid scarring) [126,137].

Treating wounds of different etiologies constitutes an important part of the total
health budget, mostly affected by three important cost drivers: curing time, frequency of
dressing change, and complications. Moreover, chronic wound infection, one of the leading
causes of nonhealing, contributes significantly to rising healthcare costs. Although the
treatment of an uncomplicated surgical incision is relatively inexpensive, the costs can
increase significantly when infections occur [135].

Biofilms, commonly found in chronic wounds, contribute to infections, causing slower
healing, Infections in chronic wounds are usually caused by multiple species [139], with
P aeruginosi and 5. aurens being the most common. Although most microbial communities
usually form on the wound's outer layer, some biofilms are also embedded in deeper layers,
such as P aeri ginosa biofilms, which are difficult to diagnose via traditional wound smear
culture [140,141]. Moreover, antibiotic resistance of bacteria in biofilms is a crucial problem
in the management and treatment of chronic wounds [139].

For these reasons, physicians and the scientific community consider the management
and treatment of wounds, as well as biofilm prevention, a top priority. In this context, 5ACs
recently emerged as promising agents that promote wound healing with low irritation and
high compatibility with human skin [14]. Furthermore, these bioproducts promote fibrob-
last and epithelial cell proliferation, faster re-epithelialization, and collagen deposition,
leading to a faster healing process [142,143].
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Surfactin A from B. subtilis promotes wound healing and scar inhibition. During the
healing process, it up-regulates the expression of hypoxia-inducible factor-10 (HIF-1ax)
and vascular endothelial growth factor, accelerates keratinocyte migration via mitogen-
activated protein kinase (MAFPEK), and factor nuclear-kB (WF-xB} signaling pathways and
also regulates pro-inflammatory cytokine secretion and macrophage phenotypic exchange.
Furthermore, surfactin A inhibits scar tissue formation by influendng a-smooth muscle
actin (e=5MA ) and transforming growth factor (TGF-B) expression [144]. Therefone, the
healing potency of the lipopeptides B. subfilis SPB1 is due to their antioxidant activity
potential revealed in vitro [143].

A previously unknown lipopeptide 78 (LP78) from 5. epidermidis inhibited TLR3-
mediated skin inflammation and promoted wound healing. The skin lesion activated
TLE3/NF-kB, promoting p65 and PPARy interaction in the nuclei and initiating the inflam-
matory response in keratinocytes. Next, LF78 activated the TLR2-5RC, inducing f-catenin
phosphorylation in Tyr. Phospho-f-catenin is translocated into the nuclei to bind to FPARy,
thereby interrupting the pb5 and PPARy interaction. Dissociation between ph5 and PPARy
reduced TLE>induced inflammatory cytokine expression in skin wounds of normal and
diabetic mice, which correlated with faster wound healing [145].

As an alternative to improve this healing process, the formulation of nanolipopeptide
biosurfactant (NLPB) from the lipopeptide biosurfactant (LPB) produced by Acinetobacter
junii was reported as promising for performing healing activity. The percentage of wound
closure of mice treated with NLFB hydrogels at 2 mg,/mL was approximately 80% on day 7
and 100%: on day 15. The NLPB hydrogel formulation showed better efficacy in wound
closure and healing when compared to the control [146].

A BS of glycolipid nature, which was synthesized by Badllus lichaniformis 51, showed
good cytocompatibility and increased 3T3/NIH fibroblasts proliferation in vitro. A pre-
vious study showed that the application of BS ointment in a skin exdsion wound in rats
promoted re-epithelialization, fibroblast el proliferation, and faster collagen deposition,
demonstrating its potential transdermal properties to improve skin wound healing [147].

A previous study administered an RL-containing ointment (5 g/ L) on the back of Wis
tar mice after creating an excision wound. Histopathological results revealed a significant
healing effect of KL, demonstrating increased wound closure, improved collagenases, and
reduced inflammation {decreasing the level of TNF-or) without inducing skin irritation [54].
Dirhamnolipid treatment has been suggested for cutaneous scar therapy, demonstrating an
antifibrotic function in rabbit ear hy pertrophic scar models with a significant reduction in
the scar elevation index, type I collagen fibers, and o-5MA expression [148].

A cell culture model has demonstrated the wound healing capacity of SLs by using an
in vitro human dermal fibroblast model as a substitute for human skin, revealing that SLs
affected the ability of human skin fibroblasts to express collagen [ mBENA (Col-T) and elastase
inhibition {ICs = 385 ug/mL) [112]. In addition, Kwak et al. (2021), using an in vitro
wound healing assay in human colorectal adenocarcinoma (HT-29) cell line, showed a
significantly increased collagenase-1 expression (p < (L05) 48 h after 5L treatment. Moreover,
all 5L dosages significantly increased occludin and matrilysin-1 (MMP-7) expression [145].

17, Other Consgderations

We also consider that there are 5ACs molecules obtained by chemical synthesis pro-
cesses, such as ultrashort synthetic surface active (USSA) [150,151]. Some of these can
be synthesized as C-terminal amides on Rink amide (+Methylbenzhydrylamine (MBHA)
resin using % fluoreny Imethooycarbonyl/t-butylcarbamate [151]. The fundamental dif-
ference of the USSA, as lipopeptoids (modified SAC) in relation to the natural ones, is
their immunomodulatory capacity. As seen in mouse infection models, they reduce the
exacerbation of the disease, even if not presenting direct antibacterial activity [151]. This
characteristic would be a limiting activity, since many natural ones lead to a disturbance of
biological membranes, with antifungal and antibacterial actions [151].
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New possibilities can be obtained for the SACs, as transformation systems applying
recombinant plasmids have been employed to substantially increase the productivity of
microbial biosurfactants, e.g., the engineered strain Pseudozyma sp. SY16, which increases
the production of mannosylerythritol lipids (MELs) by up to 31.5%, suggesting that genetic
engineering can improve the industrial application of yeast [152].

4, Conclusions

The BS and BE surface-active compounds have drawn the attention of the scientific
community as a new generation of products with high potential in the biomedical and
pharmaceutical fields. Their use, whether alone or in combination with other antimicrobial
or chemotherapeutic agents, opens paths for new strategies to prevent and combat infec-
tions caused by bacteria, fungi, and viruses, as well as the formation and proliferation of
biofilms. Furthermore, new anticancer treatments and wound healing applications can be
explored in future studies.

These molecules affect various biological activities, making them suitable candidates
for use in new generations of agents in the biotechnological, biomedical, and pharmaceuti-
cal fields. However, it is necessary to investigate their applications, cost-effectiveness, and
availability further
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ACE2 angioknsin-converting enzyme 2
BE bicemulsifier

BS biosurfactant

D4 differentiation cluster 4

D25 differentiation cluster 25

D31 differentiation cluster 31
COX-2 oy dooxygenase-2

FOXP3 Forkhead box protein P3
HIF-1x hypoxia-inducible factor-1x
HI-29 human colorectal adenocarcinoma
IL-2 interleukin 2

I-10 interleukin 10

IL1-1p interleukin 10-18

IL-8 interleukin 8

IgE immunoglobulin E

iNOS inducible nitric oxide synthase
LP78 lipopeptide 78

MBHA (+Methylberzhydsylamine)
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MAFK mitogen-activated prokein kinase
MELs mannosy lery thritol lipids

MIC maramum inhebibory concentrabion
MICs mirdmum inhibitory concentralions
MESA methicillin-pesistant 5. mirens

NF kB factor nuclear-xB

NF EBp6S nuclear factor kappa- B pe5
NLFE manclipepephide bicsurfactant
P-Akt P-ntogen-achvated

P-GSKAE  protein kinase synileosie glycogen-3 beta
FPARy peroxisome proliferator-activated receptor y

o5 Quorut sensing

EL thammaolipid

SACs surfae-achve compounds
TGF- transforming growth factor
TLE3 TelHike receplor 3

THF-x bumor mecrosis factor o

US54 ultrashort synthebic surface active
a-SMA wifluencing c-smooth muscle actin
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Abstract: Surface-active compounds (SACs) of microbial origin are an active group of biomaolecules
with potential use in the formulation of emulsions. In this sense, the present study aimed to isolate
and select yeasts from fruits that could produce SACs for essential oll emulsions. The Candida
Erusei MACK was isolated from the Byrsonina crassifolia frull o make SACs, This emulsification
activity {Ezq) was equal to or greater 30% in all carbon sources, such as olive oil, sunilower oil,
kerosene, hexane, and hexadecane. Fpy followed exponential growth according to the growth
phase. The stability of emulsions was maintained over @ wide range of temperatures, pH, and
salinity. The OMBEACK (melaleuca essential oil ermulsion) had better and mone significant inhibitory
potential for biofilm reduction formation. In addition, bioemulsifier BE4CK alone on Escherichia
coli and Psewdomonas periginesa biofilm showed few effective results, while there was a significant
eradication for Staphylececcus aureus biofilms. The bicfilms formed by 5. auress were eradicated in all
concentrations of OMBE4CK. At the same time, the preformed biofilem by E. coli and P aeruginasa
were removed entirely at concentrations of 25 mg /ml, 125 mg/ml, and 625 mg/mL. The results

show that the Bioemuls:fier BEACK may represent a new potential for antbiofilm application,

Keywords: Candida bruses; essential ol; bicemulsifier; antimicrobial acthivity

1. Introduction

In recent years, the production of microbial Surface-Active Compounds (SACs) has
attracted attention due to its diverse applicability, such as the ability to play an essential
role in the solubility of insoluble compounds in water, in the binding of heavy metals,
in the desorption of contaminants, in bacterial pathogenesis, and in adhesion and cell
aggregation [1-4]. In addition to these characteristics, SACs have several advantages
over synthetic surfactants; for example, low toxicity, lower critical micellar concentration
(CHIC), excellent biodegradability, and ecological acceptability [5]. The main microbial
SACs are biosurfactants and bioemulsifiers; these have different chemical compositions
and considerable binlogical activities [2,4,6].

SACs can exhibit antibacterial, antifungal, antiviral, and antitumor activities [1,7,8].
The properties of anti-adhesive and antibiofilm activities are alse essential, as they can
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inhibit adhesion and colonization by pathogenic microorganisms and remove pre-formed
biofilms on silicone rubber and other biomedical instruments [9].

Another relevant factor about SACs 15 their production by various microorganisms, in-
cluding bacteria, yeasts, and filamentous fungi [10,11]. Yeasts have been constantly used as
leavening agents for SACs, as they are generally considered to have a safe (GRAS) status. Or-
ganisms characterized by GRAS status do not pose risks of toxicity or pathogenicity, which
allows for their avalable applications in the pharmaceatical and food industries [11,12].

In the current scenario, veasls have been considered the future molecules, as they
have a GEAS sfefus and synthesize SACs that act both in bioremediation and the biological
field [6]. Several studies have shown that surfactant compounds produced by these microor-
ganisms have potential biomedical applications since they exhibit antibicfilm, antibacterial,
anticancer, larvicidal, and immunomodulatory activities [13].

Oil-in-water emulsions are efficent delivery systems for cily compounds, such as
essential oils, dispersing the lipid phase as a colloidal dispersion [12,14]. Emulsifying
agents prevent droplet coalescence by decreasing interfacial tension. SACs have attracted
significant interest in elaborating emulsions and nanoemulsions, considering several physi-
cal and chemical characteristics [14], They can be used to redizce volatility, increase stability,
increase bipactivity, and extend the shelf life of essential oils for different applications, such
as food, cosmetics, and the preparation of pharmaceutical formulations [14].

Previously, it was demonstirated thal yeasts isolated from environments can produce
ernulsifiers that present great stability of emulsions [6]. Considering their applicability in
biotechnology, studying the diversity of veasts associated with fruits and the study of their
molecules with emulsifying potential becomes enjovable. They think that emulsions for
essential nils are formulations of interest in the pharmaceutica!l industry and the preparation
of cosmetics, among other applications. This study aims to isolate yeast biopolymers to
prepare essential oil emulsions and guantify the synergistic effect against bacteria and
microbial biofilms.

2, Results
2.1. Isolation of Yeasts Producing Surface-Active Compounds

In the present study, yeasts {n = 13) were isolated from fruits Anacerdium occidentale,
Byrsenima crassifolia, Citrus reficulata, and Platonia tnsignis (Table 1), MALDI-QTOF-MS
identified the yeast strains as Candida metapsilosis and Candida krusei,

Table 1, Yeasts isolated from fruits and substrate as the sole carbon source for growth,

Fruit Popular Name Identification Substrate
Anacardium eccidentale Cashew Candida krusei C1CK Glycerol
Anacardivum cccidentale Cashew Candida krusei C2CK Glycerol

Byrsomima crassifolia Murici Candida krusei M1CK Glyecerol
Byrsewima crassifolia Murici Candida krusei M2CK Glycerol
Byrsenima crassifelia Murici Candida kruser M3CK Glycerol
Byrsemima crassifelia Murici Candida kruser M4CK Clycerol
Byrsowima crassifolia Murici Candida metapslasis M1CM Sunflower ail
Byrsomima crassifolia Murici Candids metapsilozis M2CM Sunflower ail
Citrus refieulate Tangerine Ceandida metapsilosis T2AOM Sunflower ol
Platonia insignis Bacuri Candida metapsiloss B1ICM Glycerol
Platoria insigris Bacuri Crandida metapsiloss B2OM Glycerol
Platonia insigris Bacuri Candida metapsilosiz B3CM Glyearol
Platonia insigris Bacuri Candida metapailosis BACM Sunflower ol

The isolated yeasts were inoculated separately in minimal minerals containing sun-
flower ml and glycerol at concentrations of 2%. Table 1 demonstrates the best source of
carbon and energy for growth.
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2.2, Sereening and Identification of SAC-Producing Microorganisms
2.2.1. Determination of Emulsifying Activity (Ex)

This study aimed to investigate the emulsification properties of the surface-active com-
pound, so the Exq test was mainly used to determine the presence of SACs in the samples.

The most efficient yeast strain in producing surface-active compounds with emulsi-
fying activity for several carbon sources was isclated from the fruil Byrsorima crassifolia,
popularly known as murid and identified as Candida krused MACE. Exy was determined,
and the values were indicated (Supplementary Table 51}, The SACs produced by C. kruised
MACK were the only ones that showed emulsilying activity in all carbon sources,

The emulsification activity of SACs contained in the supernatant of MM medium
with glycerol as a carbon source was appreciable. The SACs, called Candida krased M4CE,
showed Fay values of 55%, 56.75%, 30%, 68.5%, 63.6%, and 63.95% lor olive oil, sunflower
oil, frying ml (used), kerosene, hexane, and hexadecane, respectively (Figure 1). The values
of the final surface tension (mM/m) in the medium after cell growth were determined using
a tensiometer and ranged from 44 to 62 mN /m (Supplementary Table 52).

f}*&&fa}fﬂ’if

Figure 1. Emulsifying activity (Exy) presented by SACs produced by Candida briser MACK in different
hydrophobic compounds.

2.2.2, Determination of Surface Tension

The production of biosurfactants and bicemulsifiers by veast isolates can be identified
indirectly through surface activity and emulsifying activity. In this study, it was observed
that the compound BE4CK showed a reduction in surface tension from 72 mM/m to
4 mM/m. This result demonstrated no reduction in surface tension to values below
3 mMN /m. For this reason, it was characterized as a bioemulsifier (RE4CE).

2.3, Determination of Chemical Composition

Analyzes of the chemical composition of SAC (BE4CK) revealed the presence of carbo-
hydrates (46%), protein (38%), and a lower amount of lipid parts (3%). GC characterized
the BE4CK that indicated in its structure; the major fatty acid was 9-octadecenoic acid, (E)-
(58.43%), followed by methyl stearate (16.72%) and hexadecaneic acid (13.44%). Moreover,
the monosaccharides were mannose (84.26% and glucose (15.74%).

24, Growth Kinetics

C kruger MACK growth and emulsifying activity in the mineral medium supplemented
with 2% glycerol are shown in Figure 2. For the strain, bicemulsifier and Eay production
follow an exponential growth phase growth, Bioemulsifier production continues even
when microbial growth ceases. About 52.2% of Ezg activity in kerosene was obtained in the
exponential growth phase in the first 40 h; alter this period, Bzy activily increased, reaching
a percentage = 6% in 60 h—-144 h. These results indicate that the emulsification activity is
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partially associated with growth, as the peaks of bloemulsifier production did not coineide.
The highest stability and emulsification activity was achieved at 144 h (Figure 2).
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Figure 2. Kinetics of cell growth by Candida krusei MACK and emulsifying activity by BEACK. BEACK:
Bioemulsifier; CFU /mL: colony-forming unit per milliliters; Ezy- emulsifier activity.

2.5. Evaluation of Bivemulsifier Stability
2.5.1. Effect of Temperature on the Emulsifying Activity

After being subjected to the autoclaving process at 120 °C for 15 min, BE4CK showed
stability and maintenance of emulsifying properties since it emulsified all the hydrophobic
sources (Figure 3). The Ezg of the biemulsifier was >5]1% in olive and sunflower oil, while
for kerosene, hexane, and hexadecane hydrocarbons, it was greater than 60%. For frying oil
(Ez4 of 40%), there was a 10% reduction in the primary emulsifying activity (Figure 3),

80+

60+

& & & & °
& b @ + Q&‘P‘P
& & & & &

120°C

Figure 3. Emulsifying activity (Eyq) of BE4CK after heating to 120 *C. Values indicate the mean of
duplicate values and error bars represent the standard deviation (SD).

2.5.2. Effect of pH on the Emulsifying Activity

The SAC produced by C, krusei showed emulsifying activity for different sources at
acidic and basic pH (Figure 4). At acidic pHs (3-6), emulsification activity was >44%
for all substrates (sunflower, olive, and kerosene), while at basic pHs, emulsification was
characterized only for kerosene hydrocarbons. In this source, there was no marked variation
in Ezy in the pH ranges of 3 to 9. From pH eight onwards, the bivemulsifier produced by
the C. kritsei M4ACK strain could emulsify only kerosene (Figure 4). In the range of pH 10,
there was no emulsification stability for any of the sources,
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Figure 4. Emulsifying activity (Exy) of BEACK in different pH ranges. Values indicate the mean of
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2.5.3. Effect of Salinity on Emulsifving Activity

[t was observed that the Esy of the boemulsifier in concentrations (10%, 30%, and 30%)
of magnesium chlorde (MgClz ), sodium chlonde {(NaCl), and caloum chlorde (CaClz) had
contents ranging from 40 to 55% in vegetable oils (sunflower and olive) and for kerosenes, a
percentage = 5a%. The highest E2y value was obtained with kerosene, while the lowest
was registered with ohve ol (Figure 5).
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Figure 5. Stability of emulsifving activily in different salt concentrations. (A} MgCly: magnesium
chloride; (B} NaCl: sodium chloride; (C) CaCly: calcium chloride. Values are three independent
experiments’ mean =+ slandard deviation (5107,
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The stability of the emulsifying activity (Eaq) was maintained at concentrations of 50%
of the salts. It was also verified that as the salinity increased, there was a slight reduction
in the emulsification rate. However, changes in salt concentrations do not influence Ezy
values (Figure 5)

26, Assessment of Bioemulsifier Cyfotoxicity

By the toxicity test, BE4CE showed no toxicity in VERC cells at concentrations of
1024 pg/mL-2 pg/mL, and the percentage of cell viability was =88.89% (Figure 6.

100 4
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Figure 6. Evaluation of the cylotoxicity of the bicemulsifier BE4CE (1024 ug/ml~2 ug/mL) in
VERO cells

2.7, Defermination of Anfimicrobial Activity

When evaluating antmicrobial activity through the agar diffusion assay (Supplemen
tary Figure 51), it was found that isclates of E, coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 25218,
P aeruginpss ATCC 27853, and 5. aureus ATCC 255923 were significantly sensitive to the
essential oil of melaleuca considering p = 0.05 (Table 2). In the case of BEACE, the growth
of mictoorganisms was not affected. The emulsion OMBEACK showed an increase in the
growlh inhibition zone, corresponding to 345 mm for E. eoli ATOC 25922, In comparison,
melaleuca o1l alone formed an mhibition zone of 28.5 mm for this microorganism. Thus, the
compound combination showed antimicrobial activity, making E. coli ATCC 25922 more
sensitive (Table 7 and Supplementary Figure 51)

Table 2. Antimicrabial activity of the melaleucs essential oil, bicemulsifier alone, and the combination

of BEACK and OMBEACK {emulsion) against microorganisms.

Antimicrobial Activity (mm)

Compound E, coli E. faecalis P arruginosa §. aurens
ATOC 25922 ATCC 35218 ATCC 27855 ATCC 25923
BE4CK (25 mg,/mL) N N N N
Melaleuca essential oil BSL21 26414 17 =238 335407
CMBEACE M54+63 1454+ 2.1 24414

M—no antimicrobial .'Iﬂ".'.l.-'i!}' Values are thres !ndﬂprndm\t mclmrlmpnln' miean + standard deviation (500
(3 = 0,05 —a significant difference in relation bo concentrations,

Unlike BE4CE, the OMBE4CE emulsion and melaleuca essential oil showed sigraficant
in h:biinr}' activit}-‘ .ﬂ.gains.t E poli ATCC 25922 F. faﬂ.:';.'l'r's ATCOC 35218, and 5, aureus ATOC
254923, The emulsion could not inhikit the groewth of P aerugmoss ATOC 27853,
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2.8, Determination of Antibiofilm Activity
2.1, Inhibition of Biofile Formation on Polyvstyrens

The antibicfilm potential of the bicemulsifier (BEACK) produced by C. kruses MACK
was determined by its ability to impair and inhibit biofilm formation by 5. aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 25922, and P aeruginosa ATCOC 27653, The compound showed a dose-
dependent effect, with the most significant activity at 25 mg/mL concentrations (p = 0.001).
Inhibition percentages for these three 1solates ranged from 51 to 75% at a concentration
of 25 mg/mL of the bioemulsifier (Figure 7A-C). Applied at this concentration, BE4CE
showed significant (p < 0.001) inhibitory potential against 5. qurens ATOC 255923 (71%),
E. coli ATCC 25922 (75%), and P gerugimoss ATCC 27853 (51%). Even at lower concentrations
(1.56 mg/T—3.12 mg /L) it was effective against 5. aurens ATCC 25923 (16—40%), E. coli ATCC
25922 (18-34%), and P aeruginosa ATCC 27853 (16-26%), respectively.

A S.aureus ATCC 25023 E. coli ATCC 35218
100 100
—_— = LY EAEE AR
f" BO= — = - Tiw A £ B0+ L LT T
§ o L
= 50~ e =
z <%
- 4ﬂ_ o
E E
=
% 20- 5
@ ]
u-

25 12.5 6.25 312 1.56

25 125 6.25 3.12 1.56

BE4CK (mgimL) BE4CK (mg/mL)
[ P. aeruginosa ATCC 27853
100 =
£ g0
E La L LE
&
% 0 - ol L]
= 40 =
E
5 20-
=]
0=

25 125 625 312 1.56
BE4CK (mgimL)

Figure 7. BE4CE inhibitory activity om biofilm formation by microorganisms, (A) 5. awress ATCC

255923; (B} E. coli ATCC 25922, (C) P aeruginasa ATCC 27853. Values are three independent experiments’

mean = standard deviation (5D). * {p < (W0G}, ** {p < 0.00L), *** (p < 0001}, **** {p < 001 }—a significant
difference in relation to concentrations

The ability of the erulsion (OMBESCE) resulting from the combination of BE4CK
bivemulsifier and melalewca essential oil to reduce biofilm formation by 5. aurews ATCC
25923, E. coli ATCC 25922, and P geruginose ATCC 27853 was evaluated using microtiter
plates of %6 wells (Figure 8A—C).
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Figure 8. OMBE4CK mhibitory activity on biofilm formation by microorganisms, (A) 5, aurews ATCC
25623 (B)E cali ATCC 25922, (C) B aerugnog ATCC 27853, Values are the mean | standard deviation
(S0 of three independent experiments. * (p < 0.05), ** {p < 0001}, *** {p < 0001}, **** {p < 00001 }—a

x:g‘n:i.'ant difference tn relation to concentrations.

For both strains, the use of emulsification at all concentrations resulted in significant
inhibition of biofilm formation (p < 0,05). A biofilm inhibition of 77% for 5, aurens ATCC
25923 (Figure BA), 85% for E. colt ATCC 25922 {Figure 8B), and 74% for P asruginosa ATCC
27853 (Figure 8C) was obtained using the concentration of 25 mg/mL (g < 0.001). The
antibiofilm activity of the emulsion {1.56 mg/mIL—25 mg/mL) gradually decreased at low
concentrations (1.56 mg/ml and 3.12 mg/mL]), resulting in an mhibitory effect of 34% and
449%, for 5. aurens ATCC 23923 (Figure 8A); 7% and 20% for E. coli ATCC 25922 (Figure 8B);
and 15% and 31% for P aerugimosa ATOC 27853 (Figure 8C), respectively, Based on these
results, the emulsion produced a significant antibiofilm effect against both pathogens.

2.8.2. Inhibition of Biofilm Formation in an Enteral Feeding Catheter
Cuantitative Analysis

The antibiofilm potential of the emulsion was determined by its ability to inhibit
buofilm formation by 5. aunaes ATCOC 25923 inan enteral feeding catheter, which corresponds
to a polyurethane medical device (Figure 9). In the 25 mg/mL concentration, the emulsion
showed a significant (p = (L001) inhibitory potential of 43% for 5. qurens ATCC 254923,
While at lower concentrations (3,12 mg/ml—12.5 mg/mL], the antibiofilm activity of
the emulsion gradually decreased, resulting in an inhibitory effect varyving significantly
(p = (.05} between 14 and 27%.
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Figure 9. Inhibitory emulsion (OMBE4CK) acavity on biofilm formation by 5. aurews ATCC 25923 on
the enteral feeding catheter surface. Values are mean = standard deviation (S0} of three independent
experiments. * {p < 0.05), *{p < 0001), **= (p < 0.001), **** {p < 0.0001)}—a significant difference in
relation to concentrations.

Semi-Cuantitative Analysis

Through the semi-quantitative method of rolling catheters in a Petn dish containing TSA,
catheter fragments exposed to the maximum concentration (25 mg,/mL) of the OMBEACK emul-
sion nbtained a percentage of 4% contamination {(with growth < 15 CFU /plate) by 5. qureus
ATCC 25923, whereas at the lowest concentrations (156 mg,/mL~12.5 mg/mL}, there was a
range from 23% to 9% of colonization (with growth = 15 CFU/plate) of 5. aurens ATOC
25923 to polyurethane catheter surfaces (Table 3). At the concentration of 1.56 mg/mL
of the emulsion, there was a 94% colonization of 5 aureus ATCC 25923, Thus, biofilm
inhibition depends om the emulsion concentration.

Table 3. [;@mnﬁ?aﬁvr CFL S ml of 8. curses ATOC 256921 on the catheter surface,

Emulsion Concentration CFU/Plate Classification
{mg/mL) N al

25 4 14 Contamination

12.5 71 23% Colonization

625 B3 26% Colonization

312 213 ABEY Colonization

1.56 295 94% Colonmization

Centrol 314 100 Colenization

CIU mil: ml.-:m}r Enrrr'.in,f_' it per milliliter.

2.8.3. Biofilm Eradication

Binfilms formed by 5. aurens ATOC 25923, E. colt ATCC 25922, and P aeruginesa ATCC
27853 within 48 h and treated with the BEACK were effectively disrupted at the highest
concentration (25 mg/ml). Al this concentration, the dispersion of biofilms formed by these
microorganisms ranged from 10% to 35%, while at the lowest concentration (1.56 mg/mL},
it ranged from 2% (o 36% (Figure 10}
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The biofilm formed by 5. aureus ATOC 25923 was susceplible to the action of the
BE4CK at all concentrations used (Figure 1047 At 25 mg/m1—3.12 mg/ml concentrations,
the compound promoted eradication rates ranging from 54% to 55%. While at the lowest
concentration (1.56 mg/mL), it removed 36% of the preformed biofilm, The increase in
the BE4CK concentration did not promaote significant differences in removing the 5. aureus
ATCC 25923 biphlm. Thus, eradicating the biofilm did not depend on the concentration of
the BEACK

The action of BE4CK on the biotilm of E. colt ATCC 25522 and P asrugmosas ATCC 27853
showed little effective results (Figure 108,C). Preformed brofilms were sigraficantly (g < 0.05)
eradicated at concentrations of 1,56 mg,.-'mT. w25 mg,.-'mT. of BEACK, with bioiilm reduction
ranges from 29 to 26% E. coli ATCC 25922 (Figure 10B) and 2 to 10% for P. aeruginosa ATCC
27853 (Figure 10C).

The emmulsion OMBEACK promoted significant dispersion {p < (1.0001) of the biofilm in
all microorganisms tested (Figure 11A,15). The biofilms formed by 5. aureus ATOC 25923
were ubterly (100%) eradicated at all concentrations {1.56 mg/mL to 25 mg/mL} of the
emulsion with no apparent dose—effect relationship between concentrations. The preformed
binfilm by E. coli ATCC 25922 and P aeruginosa 27853 was removed entirely (p < 000001 only
at concentrations of 625 mg/mL—25 mg/mL, whereas at concentrations of 1.56 mg/mL
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and 3.12%, biofilm removal ranged from 39% to 77% for E. cols ATOC 25922 (Figure 114)
and 3% to 52% for P eeruginesa 27853 (Figure 11E).

E.coli ATCC 35218 P.aeruginosa ATCC 27853

™
o

i A
sEaw BuEE

i i

Bicfilm erradication (%)
Biofilm erradication (%)

25 125 6.25 3.12 1.56 25 12.5 6.25 312 1.56
OMBEACK emulsion {mg/mL) OMBEACK emulsion (mg/mL)

Figure 11. Biofilm eradication by OMBE4CEK (emulsion) against microorganisms, (A} £ coli ATCC
25822, (B) P weruginesa ATOC 27853, Values are three independent experiments’ mean &+ standard
deviation (5L, *** (p < 00001, **** (p < 0.0001}—a significant difference in concentrations

3, Discussion
3.1, Production and Characterization of the Bisenulsifier Produced by Candida krused MA4CK

In the present study, the yeasts were identified as belonging to Candida wetapsilpsis
and Candida krusei species. Yeast 1s widely present in the environment, and many colontze
soils, foods, leaf surfaces, and flowers [15].

Candida krusei is an ascomycetic veast and is widely distributed in nature. In addition,
it 15 frequently identified in cocoa fermentation in different places [16]. Despite being the
same yeast, publications related to industrial applications often use the species names
Pichia kudrigvzevts, Candida glycerinogenes, and [ssafchenkia orientalis in preference o C. kruse
due to the negative safety connotations of using a pathogen in a biotechnological or food
context [17].

In this study, the yeasts were isolated from the fruit B. crassifolia, popularly known as
murici; this fruit originates from Central and South America and has been used for food
production and folk medicine [18], The wsolation of yeasts with the potential to produce
surface-active compounds indicates that the producers of 5ACs are widely distributed
omn the surfaces, internally found in the pulp of various fruits and plants, and have the
potential for use in emulsifying systems and different biotechnological processes [19,20],

The C. kruset MACK strain had better growth and performance in producing SACs
with glycern] as a carbon and energy source. This discrepancy may be related to the
type of carbon sources since these compounds can act in different ways, such as altering
the structure of the biosurfactants and bicemulsifiers produced and, consequently, their
emulsifying properties [21].

As the type of carbon source also plays a critical role in the production of surfactant
compounds by microorganisms [22], it appears that the absorption of glveerol can help to
optimize the production processes of binsurfactant glycolipids, such as the production of
sophorolipids (SL) by Starmerella bombicola [23]. Like the present study, glycerol was me
ported as one of the best carbon sources for glveolipid production by Pseudaronas sp. [24],
a substrate suitable for higher production and maximum emulsifying activity of the bioenul-

stfier produced by Bacillus sp. [25].

131



Antibiotics 2023, 12, 1686

12 of 22

The bicemulsifier of C. krusei MACE was called BE4CEK, It showed an emulsifying
activity equal to or greater than 50% in olive cil, sunflower, after frying, and hydrocarbons
such as kerosene, hexane, and hexadecane. The best emulsifving activities of SACs were
demaonstrated in the presence of hydrocarbons such as kerosene, hexane, and hexadecane,
in which an Eyy = 63.6% was reached. According to Willumsen and Karlson [26], Ey
values equal to or greater than 50%. are considered significant, and for Bosch et al. [27], an
erulsion with thes value is considered stable.

BEACK can be classified as an amphiphilic biopolymer that containg monosaccharides
(mannose and glucose) and long-chain aliphatic groups, such as 9-octadecenoic acid and
hexadecanoic acid, in its polymer structure and 1s effective in emulsifying kerosene, The
emulsification for BEACK can be achieved through the interaction of hydrophobic (fatty
acids) with hydrocarbons and the interaction of hydrophilics (monosaccharides) with water
molecules. Furthermore, as it is a polymer, there is a greater probability of interachion due
to the stearic phenomenon, which can lead 1o a more significant layer of emulsification
of petroleum-derived hydrocarbons than vegetable oils. [t is believed that there is a
more outstanding balance of forces that stabilize kerosene emulsions, providing a higher
emulsified layer (28], Similar to the presented results, sophorolipids synthesized by yeasts
of the genus Meyerozyma sp. were able to emulsify in hydrocarbons (kerosene, hexane, and
hexadecane) and olive oil, and crude vil, the emulsifying activity for these compounds was
more significant than 60% 23],

The bicemulsifier BE4CK showed a surface tensiom of the water of 44 m /m. Other
SACs, such as the glycohpid type produced by Rhodotoruls mucilaginose LEPS, reduced the
surface tension of water to 40.7 mMN/ m [29]. However, il is observed that the surface tension
of SACS produced by veasts can be as low as 40 mN/m, followed by the glycolipid-type
buosurfactant produced by Rhodoterida sp OO0, whose critical micellar concentration tests
indicated a value of 33.3% mN/m [30].

A surface tension reduction value similar to that obtained in the assay using BEACK
was observed for Cendida tropicalis cultivated in n-hexadecane; this veast produced an
extracellular emulsifier that was able to reduce the surface tension of water from 70 mMN,/m
o 49.5 mMN /m. The same compound emulsified several hydrocarbons, including aromatic
hydrocarbons [31]. Other SAC-producing veasts have been identified, such as Meyorozyma
caribbics, Yarrowda pelytics, and Trichosporon siyeotoxiniverans which, despite producing
potent binerulsifiers with high emulsification values in hydrocarbons, did not reduce the
surface tension of water when tested [22,32 23]

Ezg follows exponential growth for C. krused MACK from the growth phase up to 144 b,
oblaining a higher emulsifying activity between £0 h and 100 h in the stalionary phase.
These data showed a linear correlation betwesn possible cell concentration and emulsifying
activity. This behavior can be explained by the fact that the emulsifier is being produced to
improve the assimilation of the carbon source, In the production associated with growth,
there are parallel relationships between growth, substrate utilization, and the production of
surface-active compounds [22,34,35], Bioemulsifier production kinetics partially associated
with cell growth have also been reported for yeas! species Geatrichum sp. and Trichosporsan
menfevideense [6].

Bioemulsifier effectiveness depends on emulsifying activity over various tempera-
tures, pH, and salinity [36]. The bicernulsifier BEAUK maintained stable emulsions over a
wide temperature range (120 °C) for sources of olive and sunflower ail (Exy = 50%) and
hydrocarbons (Epg = 63%) such as kerosene, hexane, and hexadecane, However, for the
frying oil {Ezy of 40%), there was a 10% reduction in the emulsifying activity. Such resulls
demaonstrate that BE4CK is thermostable.

The stability of the bioemulsifier produced by C. lipolytics at high temperatures has
also been reported at temperatures up 1o 100 °C [36). Likewise, biosurfactant sophorolipids
produced by Candida kerosenene showed high thermal stability with a maximum emulsifica-
tion activity of 60% in kerosene and preserved 97.25% of its onginal activaty at 120 °C [37].
The reduction in emulsifying activity may be related to the denaturation of the protein
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component of the bicemulsifier during heat treatment. This property depends on the
molecule’s chemical structure, as many emulsifiers are stable in significant temperature
variations or show minor deviations in higher termnperatures [22].

The stability of emulsification by BE4CK was maintained for sunflower and clive ol
sources only at acidic pH (3-6). Al the same lime, BEACK maintained emulsifier stability
in kernsene in all pil ranges (3%). The mhibition of ol activity and the pronounced
reduction in kerosene were recorded at pH values above 6.0, The decrease in emulsifying
activity is likely related to structural changes in bicemulsifiers caused by extreme pH
conditions [33,38]. In addition to maintaining emulsifying activity at high temperatures
and pH ranges, the bioemulsifier BE4CE carried the By in different concentrations of
MgCly, NaCl, and CaCly. Due to its mature, the amphiphilic Fiopolymer BEACK appears to
be more stable and less susceptible to the action of ions for coalesce activity. Similar results
o the present study were demonstrated for the bioemulsifier produced by Preudomonas
stutzert NJtech 11-1, The crude bioemulsifier can tolerate 50% NaCl, MgCly, and CaCly with
only a 29.8% loss of Eay. Meyerozyma cartbbica veasts also produced stable binemulsifiers at
high salinity levels [39]. In contrast, a bioemulsifier produced by Candida lipelytics using
burned motor oil as a hydrophobic substrate showed that its emulsifying stability at 10%
Ma(l comcentration was inactive [36].

By the toxcity test, the bioemulsifier showed no toxierty at the concentrations. Cells
remained viable and did not undergo cell death; cell viability was >88.89%. Toxicity tests
with SACs of biosurfactants produced from species of the genus Candide also indicated
the absence of toxdcty of these biomolecules against marine broindicators [40]. Cur resulis
were in accordance with previous work by [41], who reported no risk of toxdeity boemul-
sifier produced by 5. cerevisine against normal epithelial kidne:,r cells at concentrations
up to 250 pg/mL. However, further, in vivo tests are required to confirm the safety of
bioernulsifier BE4CE,

3.1 Antibacterial and Antibiofilm Activity of the C. krusa M4CK Bivemulsifier with Melalenen
Essential O

When evaluating the antimicrobial activity through the diffusion assay, it was verified
that the isplates of E. coli ATCC 25922, Enferococcus faccrlis ATCC 35218, P seruginosa
ATCC 27853, and 5 gurens ATCC 25923 did not show sensitivity to the bioemulsifier
BEACK. However, when combined with melaleuca essential oil emulsion (OMBESCK),
they exhibited antimicrobial activity for £ coli ATCC 25922 isolates, E. foecalis ATCC 35218,
and 3. gurens ATCC 25923 The antimicrobial activity of the OMBE4CK emulsion was
more efficient for £. coli ATCOC 25922 and did not cause sensitivity in P asruginess ATCC
27853, These data indicate that melaleuca essential oil can be a candidate for producing
formulations with surface-active compounds synthesized by microorganisms.

Antimicrobial performance similar o the bicemulsifier BEACK was demonstrated for
sophorelipid produced by non-pathogenic veasts of Candide bembicola {ATCC 22214); this
biosurfactant could not inhabit the growth of £ colr alone [42], But, in combination with
antibiotics, it promoted a total inhibition of the development of the microorganism. This
ability is not only related to the inhibitory effect increased by the additive action of two
antimicrobial agents; it may also be assoaated with the performance of 5L to fachtate the
entry of molecules into bacterial cells [12]. So, the antimicrobial effect of biosurfactants is
due to their potential to form pores within cell membranes; this feature can increase the
effectiveness of antimicrobial agents [43].

Antimicrobial resistance o antibiotics is often related to the ability of microorganisms
to form biofilms, which exhibit dozens of attributes within this structure, making them
difficult to eliminate [44]. Given this fact and the antimicrobial capacity of the emulsion
(BEACE and OMBEACEK), the action of the bioemulsifier and the emulsion in the inhibition
and eradication of biofilms formed by E coli ATOC 25922, B aeruginesa ATCC 27853, and
5. aurens ATCC 25923,
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The compound showed a concentration-dependent effect, with the best biofilm forma-
tion inhibilory activity against bacterial pathogens. Higher BEACK activily was found in,
5 anrens ATCC 25923, while less activity was demonstrated for P seruginese ATCOC 27853,
The BEACK activity profile may be related to the cell wall characteristics of both bacteria,

The antibiofilm activity of the emulsion gradually decreased at lower concentrations.
Melaleuca essential o1l has already demonstrated antibiofilm activity agamst 5. aureus and
E. coli [4546]. On the other hand, there 15 previous evidence of the synergism between
SACs and essential oils; this fact reinforces the hypothesis of the ability of SACs to facilitate
the entry of antimicrobial molecules into cells [47]. In addition, melaleuca essential ol
emilsions prove to be an excellent microbial control strategy, as their improved tssue
infiltration capacity and ability to stabilize the volatilization of terpenes, their main antimi-
crobial compounds, are considered. In this study, tea tree oil emulsions (OMBE4CK) were
stable up to 250 (Ezsp) evaluation days, which enhances their use in formulations.

Biofilm formation on medical devices is one of the leading causes of nosocomial
infections and represents a severe public health problem. As a possible alternative for
solving this problem, the potential of the emulsion was also evaluated for inhibiting
bicfilm formation in polyurethane catheters at different concentrations, Al the highest
concentration (25 mg/mL), OMBEWCK showed a significant % inhibitory potential of
43% for 5. aureus ATCC 25923, Other authors also reported this ability to interfere with
biofilm formation. Mendes et al. [48] showed that a mixture of sophorolipids produced by
Starmerells bombicola CBS 6009 with sodium dodecyl sulfate (5135, commercial surfactant)
demonstrated imhibitory activity of biofilm formation by 5. aureus and E coli [48]. Another
stiady proposed by Pontes et al. [19] determined that the presence of sophorolipids on
the surface of the catheter (silicone) decreased the hydrophobicity of the material and the
formation of biofilm by 5. sureus ATCC 25922 and E. cold ATCC 25922 [49].

The OMBEACK emulsion showed better activity in removing biofilms compared to
the isnlated action of BEACK. Biofilm eradication may be related to the bacterinstatic and
bactericidal effects of the OMBE4CEK emulsion.

Biofilms are microbial communities that are difficult to eliminate. The potential of the
binemulsifier BEACK and the emulsion OMBE4CK in eradicating biofilms was evaluated tn
seek strategies to disperse this structure. The treatment with the biovemulsifier alone on the
biofilm of E. coli ATCC 25922 and P, aeruginesa ATCC 27853 did not show effective resulls in
all concentrations. In contrast, 5. qureus ATCC 25923 biofilms were significantly eradicated.

The low dispersion of the binfilm of E. colt ATCOC 25922 and P eeruginesas ATCC 27853
can be attributed to the difficulty of the 5ACS in penetrating the biofilm matrix; in this sense,
higher concentrations of SACs are necessary for the detacheent of the preformed biofilms.
A surface-active substance must penetrate the biofilm, and the substrate interface must
detach from the biofilm [30], After their penetration, they can change surface properties,
leading to biofilms’ separation from surfaces [3],

In the complete eradication of the 5. aureus biofilm, the pit is probably related to the
ability of the Weemulsifier BEACK to increase the action of melaleuca essential oil, facl-
ilating its enlry through the biofilm matrix. The biofilm malrix presenls a dynamic o
be considered when applying a particular antibiotic compound. In this case, the action
to dispose of the cells can be improved using SACs that alber the surface characteristics,
such as hydrophebicity or hydrophilicity, in addition to the electrical charge characteristics
(repulsion and attraction) [51]. Emulsified (containing essential oils) systems can be inter-
esting in controlling microbial biofilms. The present study observed that the emulsion at
higher concentrations was more effective than the bicemulsifier BEACK in eradicaling the
F aeruginose biofilm.

4. Materials and Methods
4.1, Yeast [solation

For the isolation and selection of yeasts of interest, fruits of the species Anacardium
eccidentale, Byrsonima crasstfolin, Citrues reficulatn, and Platomie msignis were collected from
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plants present in sites locabed in the Municipalities of Sho Jos¢ de Ribamar and Sao Luis,
Maranhao., The fruits selected for yeast isolation were in their intermediate stage of
maturation. The harvested fruits were stored in thermal boxes with ice and transported to
the Applied Microbiology Laboratory of CEUMA University for further processing

The fruils were initially sanitized with 5% sodium hypochlorite o isolate SAC-
producing veasts and washed three times with sterile distilled water to remove sodium
hypochlorite, Subsequently, approximately 20 g of fruit samples were inoculated into
Erlenmeyer flasks with the addition of a minimal mineral medium (MM) containing (in
£/1) 1.0 g KaHPOy, 1.0 g KHaPOy, 0.2 g MgS0y-7H,0, 10 g NH Ny, 0.002 g Cally 2H,0,
and 0.2% yeast extract with 2% sunflower oil or glycerol added as the only carbon source,
The final pH of the medium was 7.2,

The tlasks were incubated at 30 “C with agitation at 140 rpm for seven days. Af-
ter incubation, 1 mL of the cultures were senally diluted ina sterile saline solution
(0.85% MNaCl), Aliguots of 50 pl of decimal dilutions were spread on the surface of the
Sabouraud Dextrose Agar medium (S04, Difco TM, Detroit, ML, USA) to isolate, quantify,
and characterize colones.

Samples of yeast colonies were inoculated in the SDA medium to obtain a pure culture;
later, microcultures were performed for morphological characterization. The yeasts were
kept in inclined tubes with the SDA medium and stored in cryotubes at—80°C in Sabouraud
broth (Difco) with 20% glycercl,

4.2, Soreening and Identification of SAC-Productng Yensts
4.2, 1. Characterization of Emulsifying Activity (Egg) of Culture Supernatant

The yeast isolates were inoculated at an initial concentration of 0.1 ODgyy nm
(=1 = 10" CFU/mL) in Erlenmever flasks with 50 mL of a minimal mineral medium
(MM} contamning (in g/L) 1.0 g KaHPOy, 1.0 g KHa POy, 0.2 g MeS5O0, TH2 0, 1.0 g NHyNO,,
0,002 g CaCly-2Hz0, and 0.2% yeast extract with the addition of 2% glyceral or 2% sun-
flower oil (as carbon sources for SAC production) as proposed by Monteiro et al. [6],
with modifications. Each yeast isolate was incubated on the carbon sources to evaluate
the production of SACs, The microbial cultures were incubated for up to 144 hoat 30 °C
under agitation at 140 rpm. After incubation, the cultures were centrifuged at 5000= g
for 10 mun, and the supernatants were used in the emulsifving achivity (Eaq) test. The
cell-free supernatant’s surface tension (T5) was determined using a Du Mouy ring-type
tensiometer (Manual Tensiometer, model k6, Kriiss GebH, Hamburg, Germany). The T5
measurement was performed at 20 °C with modifications). The microbial cultures were
performed in duplicate.

The emulsifying activity was determined by the emulsification index (Eay), in which
the supernatant was applied directly into test tubes in the proportion of 50% (2.5 mL) and
5% (2.5 mL) of different hvdrophobic substrates (olive oil, sunflower oil, and fried foods,
kernsene, hexane, and hexadecane). The mixture was subjected to vortex agilation for
2 min. After 24 h, the emulsification activity (Ezq) was determined by dividing the height
of the emulsificd layer by the total size of the mixture, expressed as a pereentage [52]. For
tests, rhamnolipids (100 mg/mL} {Di-rhamnolipid, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
were a positive control and the MM medium was a negative comtrol. The emulsifying
activity tests were performed in triplicate,

MALDI-TOF MS-based identification of yeast isolates was performed according o
Bruker Daltonics (Bremen, Germany) using the protocol in Aslani et al. [53].

4.2.2, Determination of the Surface Tension of Waler in the Presence of a Bioemulsifier
Surface tension (TS} was measured using a Du Nouy ring-type tensiometer {(Manual
Tensiometer, model kf, Kriiss GmbH, Hamburg, Germany}. The T5 measurement was
performed at 20 °C with modifications. For tests, sodium dodecy] sulfate (505, 100 mg /1)
was the positive control and the MM medium was the negative control. The TS measure-
ment was performed at 20 °C with medifications. The concentration of the bicemulsifier
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used varied from 0.01 mg/mL to 10 mg/mL. The round hanging from the scale’s hook was
immersed in the liquid. Then, the call was slowly pulled upwards, lowering the sample
plate. Finally, the force applied to the ring during traction across the surface was recorded.
The measurement was repeated three times; the platinum ring was washed three times
with distilled water and three times with alcohol between measurements [6], Measurement
of the surface tension of the distilled water was used as a conftrol.

4.3, Chemical Composition of SACs

Standard methods were used to determine the chemical compaosition of the bicemul-
sifier. The carbohydrate content was determined by the phenolsulfuric acid method of
Dubrois et al. [34] using Deglucose as a standard. Protein content was measured as de-
scribed by Bradiord et al. [55] using bovine serum albumin as a standard. Lipid content
was estimated using the K117—BIOCLIN monoreagent triglveeride kit. All experiments
wiere performed in triplicate. The carbohydrate and lipid composition of the bicemulsifier
(SALC) was determined by gas chromatography and mass spectrometry using the previously
(GC-M5) developed protocol [6].

4.4, Growth Kinetics

The inoculum was prepared from C. krusei cells incubated in a solid Sabowraud
medium for 24 h at 32 °C and washed three times with saline solution {MNaCl (0.85%,
w /). Afber washing, the cells were resuspended in 50 mL plastic tubes containing 20 mL
of the MM medium, Optical density readings at 600 sim were performed. The values
obtained determined the volume to be transferred to the test flasks for a final concentration
of 0.02 0D, corresponding to (=5 « 108 CFU/mL). The experiments were conducted in
500 mL Erlenmeyer fasks containing 200 mL of the MM medium added with 2% glycerol,
The flasks were incubated at 32 “C under continuous agitation at 180 rpm for up to 144 h.
The samples were removed at 12 h or 24 h to determine cell concentration and emulsifying
activity, The tests were performed in three repetitions,

Cell growth was determined by removing the aliquots from the culture medium and
obtaining decimal dilutions from which samples were removed, serially diluted, and plated
in a solid Sabouraud medium to determine CFU/mL. The values obtained were converted
into Lagqg of CFU ml [5]. The emulsification activity (Ezg) described in Section 4.2.1 also
evaluated the supernatant samples for emulsifying activity. The tests were performed in
three repetitions,

4.5, Stalnlity of the Bioemulsifier in Different NaCl, MgCly, and CaCly Concentrafions,
Autoclavings, and pif Variations

The effects of different concentrations (10, 30, and 50%) of magnesium chloride
(MgCla), sodium chloride (MaCl), and calcium chloride (CaCly), a temperature of 121 *C
for 15 min (autocaving), and different pH values (3100 were analyzed in the activity of
the bicemulsifier BEAUK. The emulsification activity (Ea) was evaluated after adjusting
the pH minimum medium with sodium hydroxide (NaOH) or hyvdrochloric acid (HC).

4.6, Cylotoxicity Test

The assay for evaluation of bicemulsifier cytotoxicity was performed using African
green monkey kidney cells (VERQ, ATCC), according to Sieuwerts et al. [56]. For the
assay, the cells were washed with phosphate-buffered saline and resuspended in Dl
beceo's Modified Fagle Medium (DMEM, Thermo Scientific, Erlangen, Germany) culture
medium supplemented with 10%% fetal bovine serum (FBS) with 100 U /mL of penicillin
and 100 pg/mL of streptomycin. Cell counting was performed to determine the cell num-
ber with an equal volume of trypan blue. Briefly, 100 pL of DMEM with 10% of FBES was
added to the $6-well plate (TPF, Trasadingen, Switrerland). Cells were added to the wells
(1.5 » 10% cells per well) and treated with 5000 pg/mL-2 pg/mL diluted in DMEM and
PHS for the negative contrel, The plates were incubated for 24 h at 37 °C, 5% COy, and
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a 0% humidity incubator. After incubation, 20 ul of MTT (34, 5-dimethylthiazoel-2,5-
diphenylteteazolivm bromide, Sigma-Aldrich) at 5 mg/mL was added into each well in the
S-well plate and incubated for four hours in 37 *C, 5% CO2 and a %0% humidity incubator.
Adter the incubation, 170 pL of the medium with MTT was removed from every well, and
100 uL DMSO (Sigma-Aldrich, USA) was added to each well to extract and solubilize the
formazan crystal. Finally, the plate was read at a 570 nm wavelength using TP-Reader Flus
(Thermollate, China). Each extract concentration (flavonodds) was assaved in tripheate
in two independent experiments. The following formula caleulated the percentage of
profiferation: [OD sample — O control] = 100%: proliferation = OD control.

4.7, Well Diffusion Test in Agar

The tests were performed according to Johnson et al. [57] as modifications for the
study of the antimicrobial activity of the SAC. For Escherichin coli ATCC 255922, Enterococcus
Savcalis ATCC 35218, Prendomenas aeruginoss ATCOC 27853, and Staphylococcns aureus ATCC
25923 were added iIn a Teyptic Sov Agar (TSA, Difco TM, Detroit, MI, USA) for 24 h at
37 7O Subsequently, the isolates were suspended in (.9% NaCl and adjusted to equal
the standard turbidity to 0.5 on the McFarland scale (15 = 10° CFU/mL). The suspensions
were used for seeding in the TSA medium stabilized at 37 °C (0.1 mL microorganism test
suspension/ 10 mL medium). The TSA culture medium was poured into 90 mm Petri dishes
(20 mL medum/ dish) and allowed to sohdify. Onee the medium was solid, four 9 mm
diameter wells were made with sterilized plastic straws and filled with one volume of
SACs produced by C. krusel, melaleuca essential oil, and emulsion {a mixture of SACSs and
essential oil melaleuca). Plates were pre-incubated for one hour at room temperature to
ensure adequate diffusion and finally incubated at 30-37 *C for 24 h. Inhibition halos were
evaluated in mm. All tests were performed in triplicate.

4.8, Antibiafilm Aclivily
4.8.1. Inhibition of Biofilm Formation on Polystyrene

Suspensinns of biofilm-forming isolates were prepared according to the methodology
established by Merghami et al. [58], with modifications. For the tests, breaks of each isolate
of B cofi ATCC 25922, I aeruginesa ATCC 27853, and 5. qureus ATOC 25923 were prepared in
Mueller—Hinton broth (Difeo TH, Detroit, MI, USA) plus 5% sucrose at a cell concentration
of (L5 on the McFarland turbadity scale (1.5 = 10* CPU/mL). The bicemulsifiers were
diluted in Mueller—Hinton broth at 25 mg,/mL, 12.5 mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.12 mg/mL,
and 1.56 mg/ml, with & final volume of 200 pl. Each well containing the bioermulsifier
recetved 20 ul of the standardized bactenal suspension. The plate was then incubated for
Mhat35 =2°C,

The contents of each well were aspirated, the wells were gently washed three times
with 200wl of phesphate-bufered saline (PBS, pH 7.4), and the plates were kept at room
temperature to dry. The adhered biomass was fixed with 200 uL of methanol (PA 99%
oo} for 10 min. Then, 200 pl of a 0.5% crysial violet solution was added to each well.
Subsequently, the crystal violet was removed, and the wells were washed three times with
distilled water, Then, 200 gL of aleohol 95% (v/1) was added o cach well, and the OD
of the crystal violet extract was determined in a microplate reader at 570 nim. Using the
formula below, the percentage of binfilm inhibition was calculated.

Percentage inhibition (%) = 100 — ({OD 570 nm of the treatment) /(0D 570 nm of the
cornteol) = 100

This study also evaluated the activity of the emulsion resulting from the combination
of the bioemulsifier and melaleuca essential oil (OMBE4CE) in inhibiting Baofilm formation
for each bacteriurm. For this, the same methodological procedure was followed. The used
concentrations of OMEBE4CEK were 25 mg/ml to 1.56 mg,/mL in emulsion.

To form the emulsion between the SAC and the melalevca essential ol (commercially
purchased), 50 mg of BEAUK (SAC) was used. This amount was dissolved in 10 mL of
water for sterile injection; later, this solution was applied directly in test tubes in the
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proportion (2 mL) of the solution and (2 mL) the melaleuca essential oil. The mixture was
subjected to vortexing for 2 min, and the emulsion formed was used in the tests at different
concentrations (1.56 mg /mT~25 mg/ml).

4.8.2, Inhibition of Biofilm Formation in an Enteral Feeding Catheter
Quantitative Analysis

To evaluate the infubition of biofilm formation in a polyurethane catheter (enteral feed-
ing catheter, Embramed 5P Brazil), sterile segments of the device, measuring approximately
4 cm, were immersed in a TSB medium containing (1.5 = 10° CFU/mL of 5. qureus 23923
suspensions and OMBE4CK {emulsion) concentrations (1.56 mg/ml~25 mg/mL)}. Catheter
fragments were incubated for 24 hoat 37 7C After incubation, the catheters were washed
with 200 ul of sterile saline three times and vortexed for 2 min. About 100 pl of the last
wash was removed for sertal dilutions in sterile saline. After the decimal dilutions, 30 plL of
the sample were transferred to the surface of Petn plates containing the TSA medium, and
the samples were homogenized with Drigalsky loops. After drying the samples, the plates
were incubated for 24 h at 37 “C. After incubation, the colony-forming unit {CFU /mL)
count was performed. All tests were performed in triplicate.

A semi-quantitative analysis of the inhibition of biofilm formation on the surface of
a polyurethane catheter was performed by rolling the catheter segment in the Petri dish
confaining the TSA mediam (Dhifeo TM, Detront, MI, USA). The semiquantitative technigue
distinguishes colonization (greater than or equal 1o 15 colonies) from contamination [59],

483, Bioflm Eradication

An evaluation of the influence of the bioemulsifier BEACK on biofilms produced by
E. coli ATCC 25922, P geruginose ATCC 27853, and 5. aurens ATCC 25923 were performed
after the formation of microbial biofilms on the surface of the wells of 96-well polystyrene
plates according to the established methodology by Morats et al. [a0], with modifications.
A total of 200 L of Brain Heart Infusion (BHI, Difco T, Detroit, MI, USA) with 2%
sucrose were added to all wells; then, 10 pl. of standardized bacterial suspension on the
MeFarland scale (~0.5 = 10° CFU/mL) was added, the positive control was performed with
the addition of the BHI medium + sucrose, and 10 uL of bacterial suspension was added,
For the negative contral, only the BHI medium with sucrose was added. The plates were
incubated for 48 b at 37 “C. After incubation, the wells were gently washed with 200 uL of
sterile saline three times in each well; then, 200 uL of concentrations of 25 mg/mL were
added; 12.5 mg /mL; 525 mg/mL; 312 mg /mL; and 1.56 mg/mL, which were incubated
for 24 h. After incubation, washing was performed with 100 pL of a saline solution (WaCl,
0,85%). Subsequently, 100 kL of saline was added to the plate wells, and homogenization
was carried out, A tolal of 3 ul. was taken from the well, and decimal dilutions were
performed for plating the samples. Viable cells were determined wsing microdroplet plating,
for which approximately 10 pL were transferred to a Tryptic Soy Agar (TSA, Difco Th,
Detrodt, MI, USA) plate as & drop; after drying, the dish was incubated correctly for 24 hin
the bacteniological oven. After incubation of the plates, the colony-forming unit (CFU/ml)
count was performed.

This study also evaluated the activity of the emulsion resulting from the interaction
between the bivemulsifier and melaleuca essential oil (OMBE4CK) in eradicating the biofilm
for vach isolate. For this, the same methodological procedure was followed, The used
concentrations of OMBEACK were 25 mg/ml, 12.5 mg/mL, 825 mg/mL, 3.125 mg /mL,
and 1.36 mg/mL of the emulsion. All tests were performed in triplicate.

4.9, Statistical Analysis

Data were submitled for statistical analysis using the one-way ANOVA procedure in
GraphPad Prism (version 80.2). All duplicate results are expressed as mean + standard
deviation, Differences were examined using the Tukey test, with a significance level of 95%.
The significance levels were set at p < 005, p < 0001, and p < 0.0001,
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5, Conclusions

This study presented a bicemulsifier derived from Candida krused MACK isolated from
fruit murici and showed an excellent ability to use glycerol as a substrate for growth and
bivemulsifier production. This biomaolecule showed promising properties in emulsifying
different sources of vegetable oil and hydrocarbons, a lack of toxicity, and stability of
emulsions in a wide range of temperatures, pH, and salinity. Furthermore, the bicemulsifier
BE4CK and its combination with melaleuca essential o1l (OMBE4CK) inhibited bacterial
biofilm formation and eradicated bacterial biofilm on polystyrene surfaces and catheters.
Such properties emphasize that the bioemulsifier can represent a new source for biomedical
development in emulsion formulations containing essential oils and can be a strategy for
reducing the colonization of medical devices and surface abiotics,
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