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RESUMO 

 
O debate e a preocupação ambiental aceleraram a necessidade de desenvolver produtos que 
substituam os derivados da indústria petroquímica, a fim de diminuir a poluição e a 
contaminação ambiental. Dentro do mercado de cosméticos, ainda se utiliza de matéria prima 
derivada do petróleo para confecção de produtos de higiene. Contudo, tais produtos têm 
causado reações alérgicas aos consumidores e, produtos destinados à saúde da pele não se 
mostram tão eficientes como antigamente. Nesse cenário, o ramnolipídio, um biossurfactante 
produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, pode ser utilizado tanto para formulações de 
cosméticos em geral, quanto para cuidados com a pele. Esse composto apresenta 
biodegradabilidade, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana contra algumas espécies, 
tornando-o um interessante substituto aos surfactantes químicos. Dessa forma, essa pesquisa 
visou analisar a atividade antimicrobiana do ramnolipídio contra a bactéria Cutibacterium 

acnes, causadora da acne. A concentração inibitória mínima do biossurfactante foi determinada 
a partir de ensaios in vitro, assim como os efeitos do mesmo na membrana celular da bactéria 
através de teste de hidrofobicidade com hexadecano. A concentração inibitória e bactericida 
mínima foi determinada sendo 100 mg/L e 400 mg/L, respectivamente, e apresentando 
alterações significativas na hidrofobicidade celular e na permeabilidade da membrana. Por 
fim, o estudo demonstra que, apesar da boa atividade antimicrobiano e seus efeitos, mais 
análises devem ser feitas para averiguar todos seus efeitos na célula bacteriana e sugere-se que 
sejam feitas teste com outros compostos visando um sinergismo que potencialize seus efeitos 
e diminua a concentração de composto necessária para obter os efeitos antimicrobianos do 
composto. 
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1 INTRODUÇÃO 

A pele humana é o maior órgão do corpo e apresenta uma microbiota complexa que a 
habita provendo sua homeostase e funcionamento. Suas principais funções são atuar como 
uma barreira contra bactérias e evitar a perda de fluídos, assim como a entrada de toxinas. 
Contudo, a pele nem sempre é capaz de evitar a presença de patógenos, resultando na 
manifestação de algumas doenças, como a acne. (ADU et al., 2020). A acne é uma doença de 
pele causada pela bactéria Cutibacterium acne, que age como um patógeno oportunista, 
inflamando e acumulando sebo em diversas regiões do corpo, principalmente aquelas que 
possuem muitas glândulas sebáceas (MOHIUDDIN, 2019). Manifestando-se principalmente 
entre adolescentes, a acne deixa cicatrizes na pele que podem durar a vida toda afetando tanto 
a saúde da pele, quanto a autoestima dos pacientes com graus severos da doença. Observou-se, 
em 2013 em média, uma procura anual de 3,5 milhões de pessoas em busca de tratamento 
para esse problema (DAWNSON; DELLAVALLE, 2013). Os ramnolipídios(glicolipídios) 
são biossurfactantes, que apresentam cadeia de ácido graxo na região apolar e açúcar na 
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região polar. São utilizados na indústria cosmética para formulação de soluções como cremes, 
shampoos e desodorantes devido a sua capacidade de misturar fases, reduzir tensão 
superficial, apresentar atividade antimicrobiana e bactericida e ainda possuírem 
compatibilidade com a pele, evitando reações alérgicas (MOLDES, et al., 2020). O 
ramnolipídio é produzido principalmente pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, e já consta 
na literatura sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas. Supõe-se que essa 
propriedade está atrelada a sua natureza anfipática, capaz de ligar-se à camada lipídica da 
membrana celular alterando sua fluidez e permeabilidade ou, até mesmo, danificando sua 
estrutura causando dano celular (ELSHIKH et al., 2017). Nesse contexto, esse projeto visa 
avaliar a propriedade antimicrobiana do biossurfactante ramnolipídios contra Cutibacterium 
acnes. Objetivos: Estudar a atividade antimicrobiana do ramnolipídio contra a bactéria 
Cutibacterium acnes. 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 Cultivo de Cutibacterium acnes 
 
2.1.1 Reativação da Bactéria Liofilizada 

A cepa de Cutibacterium acnes foi reativada em meio líquido RCM e armazenada em 
jarra de anaerobiose a 37°C por 72 horas. 
 
2.1.2 Meio de Cultura 

A bactéria Cutibacterium acnes foi inoculada em placa de Petri contendo meio sólido 
RCM, cuja formulação consiste em (g/L): extrato de carne- 10, extrato de levedura– 3,0, 
triptona- 10, glicose- 10, cloreto de sódio 5,0, cisteína (cloridrato)– 0,50, amido solúvel 1,0, 
acetato de sódio 3,0, ágar bacteriológico– 0,5. O pH foi ajustado para 7,1 a 25°C. As placas 
foram armazenadas em jarras de anaerobiose a 37°C por 7 dias (BORREL, et al. 2019). 
 
2.1.3 Avaliação da suscetibilidade da bactéria ao Ramnolipídio 

Foram realizados testes para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) do 
ramnolipídio frente a cultura de bactéria Gram-positiva Cutibacterium acnes. Para as amostras 
em que foram encontradas a CIM, também foi medida a concentração bactericida mínima 
(CBM). Primeiramente foram preparadas 8 placas com meio RCM com adição de 
ramnolipídio nas concentrações: 5,10,20,30,40,50,100,250,500 µg/mL, além de uma placa 
controle (sem adição de biosurfactante). Em seguida, uma alíquota de 10 µL da cultura de 
bactéria reativada foi transferida para as placas, as quais foram armazenadas em jarras de 
anaerobiose a 37°C por 72 horas. Passado o tempo de armazenamento, foi realizada uma 
avaliação visual para constatar se houve crescimento. Foram realizados testes para 
determinação da CBM nas placas que apresentaram inibição de crescimento microbiano. A 
CBM foi determinada como a menor concentração utilizada em que não houve crescimento 
bacteriano. 

 
2.2 Avaliação do Impacto do Ramnolipídio na Membrana Celular 

O microrganismo foi cultivado em tubos de vidro contendo meio líquido RCM a 37°C 
até atingir a densidade óptica (D.O) de 0,5 a 600 nm. A suspensão foi então tratada com RL na 
CBM por 1 hora, 150 rpm a 37°C. Um tubo foi mantido sem adição do tensoativo para ser 
usado como controle. Os testes foram realizados em triplicata. (CERESA et al., 2021). 

 
2.3 Teste de Hidrofobicidade Celular 

Para avaliação da aderência celular ao hexadecano as células bacterianas foram 
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centrifugadas (4000 rpm por 15 minutos), lavadas e ressuspensas em uma solução tampão PUM 
(pH 7.1, cuja composição consiste em (g/L): K2HPO4 3H20 22,2; KH2PO4 7,2; uréia 1,8; 
MgSO4 7H20 0,2. Houve transferência de 4 mL da suspensão para tubos contendo 1 mLde 
hexadecano. Os tubos foram agitados por 2 minutos em vórtex. Após a agitação, quando as 
fases foram separadas, coletou-se a fase aquosa, para mensuração da D.O a 550nm. 
(ROSENBERG et al, 1980; ALLEGRONE et al., 2021). A hidrofobicidade celular foi 
determinada de acordo com a Equação 1, segundo Ceresa et al. (2021): 

 
 

2.4 Teste de Permeabilidade da Membrana Celular 
A permeabilidade da membrana foi avaliada através da penetração de cristais violetas. 

As células foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos e ressuspensas em solução PBS 
(Phosphate Buffer Saline) contendo cristal violeta a 10 µg/mL para obtenção da absorbância 
em espectrofotômetro. Depois foram incubadas a 37°C, 150 rpm por 20 minutos. Após esse 
tempo, as células serão coletadas por centrifugação 4000 rpm por 15 minutos e sua 
absorbância foi medida a 590nm. (CERESA et al., 2021). A permeabilidade da membrana foi 
calculada de acordo com a equação: 

 
 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 
mínima (CBM) 

A concentração inibitória mínima determinada foi 100 µg/mL, concentração esta que 
apresentou uma redução de 50% no crescimento da colônia, já concentrações inferiores a esta 
18 não apresentaram efeito significativo. A concentração bactericida mínima foi de 400 
µg/mL, onde cessou completamente o aparecimento de colônias comparado com o padrão. 
Com o resultado obtido e, baseando-se na literatura, especula- se que tanto a redução do 
número de colônias quanto a inibição completa aconteçam em função da propriedade 
anfipática dos ramnolipídios. A presença de uma porção polar e outra apolar torna capaz de se 
ligar à membrana celular das bactérias e causando alteração da fluidez da membrana, 
prejudicando sua seletividade de componente, ou causando uma lesão na membrana celular, 
19 levando a morte da bactéria. A elucidação das ações do ramnolipídio sobre a membrana 
celular foram analisadas nos testes posteriores à determinação da CIM e CBM. 
 
3.2 Teste de Hidrofobicidade Celular 

Após determinar a CIM e CBM, foram analisados os efeitos das mesmas sobre a 
bactéria. O teste de hidrofobicidade permitiu analisar o quanto o ramnolipídio reduziu a 
hidrofobicidade da membrana celular na concentração bactericida mínima, através da 
interação da célula com o hexadecano, um componente hidrofóbico. A densidade ótica da 
suspensão celular inicial foi, para ambos, grupo controle e grupo tratado com ramnolipídio 
400 mg/L, com uma absorbância de 0,3. Com a adição da fase aquosa, a densidade ótica foi 
novamente medida, resultando em uma absorbância de 0,007 e 0,109 para grupo controle e 
com ramnolipídio, respectivamente. Foi constatada uma aderência ao hexadecano de 98% no 
grupo controle, enquanto no grupo tratado com ramnolipídio 400 mg/L, a aderência foi de 
63%. Com esse resultado, é notável uma grande alteração nas propriedades na membrana 
celular após a adição de ramnolipídio na CBM. A redução na aderência ao hexadecano mostra 
que a capacidade hidrofóbica da membrana celular foi afetada. Esse efeito acarreta alterações 
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bioquímicas que comprometem a bactéria e seu funcionamento comum, podendo-se explicar 
tanto a redução de colônias formadas e eventualmente, com o aumento da concentração de 
ramnolipídio presente, a morte total da bactéria. 
 
3.3 Teste de Permeabilidade da Membrana Celular 

Utilizando a CBM, determinada previamente, foi avaliado se houve aumento na 
permeabilidade da membrana, após o tratamento com ramnolipídio 400 mg/L. O teste foi 
realizado em triplicata, com um grupo controle e um na presença do ramnolipídio. O grupo 
controle apresentou pequenas variações na D.O, tendo com D.O inicial, os seguintes 
resultados: 0,713; 0,784 e 1,0. Passado o tempo de interação com o cristal violeta, foi 20 
novamente medido e os resultados foram: 0,14; 0,147 e 0,2. O grupo ramnolipídio apresentou 
uma D.O inicial de: 0,780; 0,813 e 1,20. e a D.O final de: 0,304; 0,324 e 0,493. Dessa maneira, 
foi calculada a permeabilidade da membrana de ambos os grupos, mostrando um aumento de 
18% de permeabilidade no grupo controle para 40% no grupo com ramnolipídio 400 mg/L. 
Esse resultado, mostra outra grande alteração nas propriedades funcionais da célula, podendo 
responder a causa da inibição do crescimento da mesma, por aumentar a permeabilidade da 
membrana e impedir que suas funções de barreira seletiva funcionem normalmente, 
prejudicando completamente suas funções metabólicas ao permitir a entrada de diversos 
compostos que não compõe seu metabolismo natural. 
 
4 CONCLUSÃO 

Ao final, através de testagens por placa de Petri, a CIM e CBM da bactéria 
Cutibacterium acnes foram determinadas sendo, 100 mg/L e 400 mg/L, respectivamente. A 
presença de ramnolipídio mostrou não funcionar como um princípio ativo que diminui e cessa 
o crescimento da bactéria, mas como um composto que altera as propriedades hidrofóbicas e 
de permeabilidade da membrana, de forma considerável, através de interações moleculares do 
ramnolipídio com a membrana celular bacteriana, que levam a ineficiência do funcionamento 
pleno da célula, impedindo o microrganismo de se sustentar e desenvolver. A partir disso, a 
expectativa é de usar o ramnolipídio não como um composto principal para atividade 
antimicrobiana, mas em adjunto com outros fármacos, auxiliando na eficiência e diminuindo 
as quantidades necessárias para um uso eficiente contra bactérias. 
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