Scientia PLENA VOL. 18, NUM. 10 2022
www.scientiaplena.org.br doi: 10.14808/sci.plena.2022.104502

Conservacao de formulagdo topica utilizando micocinas
produzidas por Wickerhamomyces anomalus

Preservation of topical formulation using mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus

E. C. Martelli'; J. C. Da Silva'; J. Vieira!; R. S. Marquezoni'; L. O. Farifia?; A.
B. Cruz’; R. F. Gandra'*

!Laboratério de Pesquisa, Ensino e Extensdo — LACEPE/ Laboratério de Micologia/ Hospital Universitdrio do Qeste
do Parana - Universidade Estadual do Oeste do Parand — Unioeste, 85806-470 Cascavel-PR, Brasil
2Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, Universidade Estadual do Oeste do Parand — Unioeste, 85819-110,
Cascavel-PR, Brasil
3Centro de Ensino em Ciéncias da Savide, Niicleo de Investiga¢des Quimico e Farmacéutica/Laboratdrio de pesquisa
em microbiologia/Universidade do Vale do Itajai — Univali, 88302-202, Itajai-SC, Brasil

*rinaldo.gandra@unioeste.br
(Recebido em 06 de abril de 2022, aceito em 01 de setembro de 2022)

Apos relatos de reagdes adversas e desregulacdo endodcrina causada por alguns conservantes como 0s
parabenos, amplamente utilizados em formulagdes topicas e medicamentos, a industria cosmética e
farmacéutica enfrenta a falta consideravel de agentes antimicrobianos com menor toxicidade,
desencadeando o interesse na busca pelo desenvolvimento de novos sistemas conservantes seguros e
eficazes. Substincias naturais com amplo espectro de atividade antimicrobiana sdo alternativas
interessantes para a pesquisa de novos conservantes. As micocinas sdo substancias naturais produzidas por
leveduras Kkiller, que possuem potencial de inibir bactérias e fungos com amplo espectro de agdo, baixa
toxicidade e baixa probabilidade de indugdo de resisténcia microbiana. O objetivo deste trabalho foi de
verificar a atividade conservante de micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus quando
incorporadas em gel dermatologico. Realizaram-se ensaios de determinacdo de B-glucanases, ensaio de
microdiluicdo, Challenge Test para avaliar a eficacia de agdo conservante, analise de estabilidade e teste de
irritabilidade de membrana. O sobrenadante WA92 apresentou atividade de B-glucanases de 3,80 U/mg e
inibi¢ao frente a todos os microrganismos padrao testados em microdilui¢do. No Challenge Test, os critérios
de eficacia conservante foram cumpridos para bactérias, fungo filamentoso e leveduriforme. Os resultados
compreenderam uma formulagdo gel estavel e ndo irritante utilizando micocinas como conservante em
diferentes concentracdes, a avaliag@o de estabilidade por meio de viscosidade, densidade e pH e estimativa
da capacidade conservante das micocinas, incluindo comparagdes com conservantes comumente utilizados
foram apresentados neste estudo.

Palavras-chave: antimicrobiano, Challenge Test, conservante natural.

After reports of adverse reactions and endocrine disruption caused by some preservatives such as parabens,
widely used in topical formulations and medicines, the cosmetic and pharmaceutical industry faces a
considerable lack of additives with less toxicity, triggering interest in the search for the development of
new preservative systems safe and effective. Natural substances with a broad spectrum of antimicrobial
activity are interesting alternatives for the research of new preservatives. Mycocins are natural substances
produced by killer yeasts. They have the potential to inhibit bacteria, filamentous fungi and yeast with a
broad spectrum of action, low toxicity and low probability of inducing microbial resistance. This study
aimed to verify the preservative activity of mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus when
incorporated into dermatological gels, stability of mycocins in the formulation and membrane irritation
potential. B-glucanases determination assays, B-glucanase assay, microdilution, Challenge Test to evaluate
the effectiveness of preservative action, stability tests and membran irritability assay in organotypic model.
The WA92 supernatant showed B-glucanase activity of 3.80 U/mg. In the microdilution assay, all standard
microorganisms tested were sensitive to WA92 mycocins at their maximum concentration of 3.80 U/mg.
In the Challenge Test, the preservative efficacy criteria were met for bacteria, filamentous fungus and yeast.
The results comprised a stable and non-irritating gel formulation using mycocins as a preservative at
different concentrations, evaluation of stability through viscosity, density and pH and estimation of the
preservative capacity of mycocins including comparisons with commonly used preservatives were showed
in this study.

Keywords: antimicrobial, Challenge Test, natural preservative.
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1. INTRODUCAO

Produtos cosméticos com dgua em sua composicao sao 0s mais propensos a contaminacgao
microbiana. As alternativas de boas praticas de manipulagdo e controle microbiologico de
matérias-primas ndo sdo suficientes para impedir o desenvolvimento de microrganismos na
formulacdo. Os microrganismos contaminantes mais frequentes em cosméticos compreendem a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, como
também outras espécies de bactérias, fungos e leveduras. Por esse motivo, a preservagdo do
produto ¢ garantida a partir de estratégias de adicdo de componentes antimicrobianos sintéticos
ou naturais e at¢é mesmo multifuncionais [1].

Conservantes ou sistemas conservantes sdo agentes antimicrobianos adicionados em
formulagdes ndo-estéreis com o objetivo de impedir o desenvolvimento e multiplicagdo de
microrganismos infecciosos que podem colocar em risco a integridade da saude humana e também
a estabilidade da formulagao [2, 3]. Os conservantes sdo utilizados em concentragdes minimas, a
fim de minimizar os possiveis efeitos de toxicidade ao organismo humano. Essa pequena
quantidade pode ser responsavel pela inducdo da resisténcia, levando a uma tolerancia dos
microrganismos contaminantes de produtos cosméticos [1]; além disso, sdo responsdveis por
desencadear reagdes alérgicas nos consumidores [3].

Parabenos sdo uma das classes de conservantes de maior atribui¢ao industrial [4]. No inicio
de sua utilizagdo, foram declarados seguros pela Food and Drug Administration (FDA), no
entanto, com o decorrer dos anos, problemas de alta citotoxicidade foram expostos [5], como
atividade de desregulacdo enddcrina em testes in vitro e in vivo [6], bem como a presenga da
forma ndo metabolizada de parabenos no tecido respiratorio, sugerindo que estes poderiam induzir
o desenvolvimento de cancer de mama [7]. Assim, em 2010, a Scientific Society on Consumer
Safety declarou novos limites de concentragdo de propilparabeno e butilparabeno que nio
deveriam exceder 0,14%, pois considerou que estes teriam um “baixo potencial de modificagdo
endocrina” [1, 8].

As micocinas sdo metabolitos secundarios de baixo peso molecular, produzidos por alguns
tipos de leveduras. Demonstram amplo espectro de inibi¢do frente a bactérias e fungos, baixa
probabilidade de indug¢do a resisténcia e nao sdo consideradas hemoliticas [9-15]. O potencial de
inibi¢do abrangente das micocinas produzidas pelas leveduras encorajou sua aplicagdo industrial,
especialmente na area de fermentagdo e conservacdo de alimentos, no tratamento pesticida pos
colheita, como também na area clinica, abrangendo o desenvolvimento de medicamentos e
vacinas por apresentarem baixa resisténcia antimicrobiana e seguranga ao organismo humano [12,
16-18]. Uma tendéncia atual na conservagao de cosméticos ¢é evitar o uso de substancias quimicas,
deixando os pesquisadores em busca de alternativas aos agentes antimicrobianos [19].

Wickerhamomyces anomalus ¢ uma das leveduras produtoras de micocinas, considerada
segura para individuos humanos saudaveis, segundo os padrdes da Autoridade Europeia para a
Seguranca de Alimentos (European Food Safety Authority), W. anomalus obteve qualis 1 em
nivel de biossegurancga, obtendo status de Qualified Presumption of Safety [20, 21]. No que se
refere a aplicagdo industrial, a levedura W. anomalus possui vasto potencial biotecnologico entre
a industria; em fermentacdes, é utilizada como biocontrole por competicdo com leveduras e
fungos indesejaveis, sendo essa sua aplicagdo mais estudada [12, 22]. Assim, as micocinas
produzidas por W. anomalus sdo consideradas substancias naturais de baixa toxicidade em células
humanas, sendo fortes candidatas ao desenvolvimento de novos antimicrobianos com grande
potencial de aplicacdo e interesse para a indistria farmacéutica [15, 23, 24].

Diante da preocupagdo em relacdo aos riscos que os conservantes sintéticos podem causar a
integridade da saude humana e a busca por sistemas conservantes mais seguros, eficazes e de
origem natural, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo conservante de micocinas presentes no
sobrenadante de culturas de Wickerhamomyces anomalus WA92 incorporado em gel
dermatologico, analisando a eficacia da agdo conservante, irritabilidade de membrana e
estabilidade da formulacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

A levedura utilizada foi molecularmente identificada como Wickerhamomyces anomalus
WA9?2 e sua respectiva sequéncia esta depositada no genbank (nimero de acesso: KT580796 -
Disponivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo anteriormente coletada as margens do
Lago de Itaipu, localizado no estado do Parana, Brasil, e passou por testes de triagem para
verificagdo de producdo de micocinas. Atualmente, faz parte da micoteca do laboratorio de
micologia do Laboratorio de Andlises Clinicas, Ensino, Pesquisa e Extensdo (LACEPE),
vinculado ao Hospital Universitario do Oeste do Parana.

Previamente a producdo das micocinas, a cepa WA92 foi reativada por inoculagdo em meio
agar sabouraud modificado (dgar 2%, peptona 1%, glicose 2%, 4cido citrico 1,92% e fosfato de
potassio dibasico 3,48%) pH 4,7 £ 2° e incubadas a 32°C durante 48 horas. A cepa reativada foi
inoculada em frascos de Roux com 200 mL de caldo sabouraud modificado (1% de peptona, 2%
de glicose, 1,92% de acido citrico, 3,48% de fosfato de potassio dibasico) pH 4,7 ¢ incubados a
25°C por 5 dias. Apos este periodo, o caldo foi centrifugado a 6000 rpm/10 min, obtendo o
sobrenadante que foi esterilizado por membrana filtrante 0,22 um e armazenado a 4°C [15, 23].

2.2 Determinac¢ao B-Glucanase pelo método da Laminarina

A determinagdo de B-glucanases presentes no filtrado do sobrenadante WA92 contendo as
micocinas foi realizada de acordo com Miller (1959) [25] com algumas adaptagdes, utilizando
laminarina 1% (obtida de Laminaria digitata) em tampao acetato 50 mM, pH 5,0 e curva padrao
de glicose. A reagdo foi preparada utilizando 62,5 pL. da amostra de sobrenadante WA92 e 125
uL de laminarina. Incubou-se a solu¢do a 37°C por 10 minutos. Apos este periodo, 100 uL da
solugdo foram adicionados a 100 uL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para parar a reago. Para
o branco, foi utilizada a mesma solugdo do teste, sem a laminarina. Em seguida, as solugdes foram
incubadas em agua fervente por 5 minutos com consequente adi¢do de 500 uL de agua. A leitura
foi realizada a 550 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade da atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1pumol de glicose por minuto de reagdo,
sendo definida como U/min/mL, conforme as condi¢des descritas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada a partir do método baseado na absor¢do do reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250 proposto por Bradford (1976) [26]. Para a preparacdo da reagao,
misturou-se 1 mL do Reagente Bradford com 100 pL do sobrenadante de cada cepa. Deixou-se a
mistura em temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, leu-se em espectrofotometro a 595
nm. Além disso, foi realizado curva padrdo a cada determinagdo da concentracdo de proteinas
totais pelo método de Bradford, utilizando curva padrdo de soro albumina bovino (BSA), sendo
a equagdo da reta utilizada para o calculo da concentracdo total de proteinas em mg/mL. A
atividade especifica de [-glucanases foi calculada dividindo a concentragdo de atividade
enzimatica pela concentragao de proteinas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3 Atividade antimicrobiana pelo método de microdilui¢do

Para os testes de microdiluigdo, utilizaram-se os métodos M07-A10, M38-A3 e M27-A3 -
Clinical and Laboratory Standards Institute para bactérias, fungo filamentoso e leveduriforme,
respectivamente, com algumas adaptagdes. Os microrganismos padrdo teste utilizados foram:
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404). Para o
preparo do indculo bacteriano, cada microrganismo padrao foi semeado em agar mueller-hinton
(MH) 35°C/18-24h, as colonias foram transferidas para uma solug¢éo de NaCl 0,9% ajustado em
espectrofotdmetro a 520nm, obtendo concentragdo de 1,5 x 108 células/mL. O in6culo de levedura
foi cultivado em agar sabouraud dextrose (SD) 32°C/48h, suspendeu-se em solugao de NaCl 0,9%
ajustado em espectrofotdmetro 530nm, obtendo-se a concentragdo de 1,5 x 10* células/mL. O
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fungo filamentoso foi cultivado em dgar SD em temperatura ambiente durante 7 dias. O in6culo
foi preparado adicionando-se 10mL de solu¢ao NaCl 0,9% com 1 gota de Tween 20. A solugdo
resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um tubo de fundo conico estéril;
aguardou-se 10 minutos para a sedimentagido de particulas, a suspensdo homogénea superior foi
ajustada para uma densidade optica de 0,069-0,11 (transmitancia de 80-82%) a 625nm [27-29].

Utilizaram-se microplacas contendo 96 pogos, dispostas em colunas (enumeradas de 1 a 12) e
linhas (com letras alfabéticas, de A a G). Os in6culos de microrganismos padrao foram ajustados
a concentragdo de 10° UFC/mL, as solugdes foram homogeneizadas em 10 mL de caldo Mueller
Hinton (MH) e distribuidas (100 pL) nas colunas. O sobrenadante contendo as micocinas foram
diluidas em 4gua destilada estéril e adicionados aos pogos da linha B a F (100 uL), resultando nas
seguintes concentragdes de B-glucanase: 0,24; 0,48; 0,95; 1,90 e 3,80 U/mg. As leituras foram
realizadas em 24 e 48 horas, de modo que a ultima dilui¢do onde havia inibi¢do do crescimento
microbiano foi tomada como resultado, em comparacdo com os controles positivo e negativo.
Aliquotas de 10 pL foram extraidas dos pogos-resultado e semeadas em agar SD e agar nutriente
(AN) para confirmar a completa inibi¢ao. O teste foi realizado em duplicata [27-29].

2.4 Formulacao

Inicialmente, duas formula¢des de gel Natrosol foram preparadas: uma com conservantes
(metil e propilparabenos) e outra sem conservantes. A partir da formulagdo sem conservantes,
incorporaram-se as micocinas presentes no sobrenadante de cultura WA92 em concentragdes de
3% (11,4 U/mg B-glucanases) e 4% (15,2 U/mg B-glucanases) até completa homogeneizagao.
Dessa forma, considerou-se a formulagdo com conservantes como gel controle positivo (gel C+),
a formulacdo sem conservantes gel controle negativo (gel C-) e as formulagdes testes contendo
micocinas presentes no sobrenadante de cultura WA92 nas concentragdes de 11,4 U/mg
B-glucanases (gel T1) e 15,2 U/mg B-glucanases (gel T2). Os componentes da formulagdo e
concentracdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Componentes da base gel e concentragoes.

Gel C+ Gel C- Gel T1 Gel T2
Natrosol 2% Natrosol 2% Natrosol 2% Natrosol 2%
Propilenoglicol 5%  Propilenoglicol 5% Propilenoglicol 5% Propilenoglicol 5%
EDTA 0,1% Edta 0,1% Edta 0,1% Edta 0,1%
Nipagin 0,1% - Sobrenadante Wa92 3%  Sobrenadante Wa92 4%
Nipazol 0,1% - - -
Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL Agua gsp 100mL

Gel C+: com conservantes; Gel C-: sem conservantes; Gel T1: 11,4 U/mg B-glucanases; Gel T2: 15,2
U/mg B-glucanases

2.5 Challenge Test

As formulacdes gel T1, gel T2, gel C+ e gel C- foram desafiadas introduzindo 200 ul da
suspensdo contendo 10° UFC/ml (bactérias) e 10° UFC/ml (fungos) de cada microrganismo
padréo teste, homogeneizadas e mantidas a 22,5°C. O niimero de células viaveis nas formulagoes
foi determinado pelo método de plaqueamento aos 0, 7, 14 e 28 dias. Para este fim, 1g de cada
formulagdo foi transferida para 99 ml de Diluente Universal (fosfato de potassio monobasico
3,6%, fosfato dissodico di-hidratado 7,2%, cloreto de sodio 4,3%, peptona de carne 1,0%, lecitina
de soja 3,0% e tween 80 30,0%) pH 6,8, fornecendo uma dilui¢do de 107 que foi posteriormente
diluida para 10~ € 10*. Das suspensdes preparadas, 100 ul foram inoculados em placas com agar
triptona de soja (TSA) e SD para bactérias e fungos, respectivamente. As placas contendo as
bactérias e fungos foram incubadas a 35°C e 25°C, respectivamente. O teste foi conduzido em
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duplicata. Da contagem de coldnias, foi possivel calcular a redugio log: logioUFC mL! no tempo
zero - logio UFC mL! em um dado tempo. Os resultados foram expressos como log UFC/mL [2].

2.6 Estabilidade da formulacao

As formulagdes testes e seus controles foram submetidos aos testes de Triagem Preliminar,
Estabilidade Acelerada, Estabilidade Normal e Shelf life. Os parametros avaliados foram:
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH,
viscosidade e densidade).

2.6.1 Avaliacdo das Caracteristicas Organolépticas - Aspecto

Alteracdes nas caracteristicas ‘macroscopicas’ da amostra em estudo foram observadas
visualmente e comparadas com as caracteristicas da amostra de padrao gel C+, gel C-e gel Tl e
T2 armazenadas em temperatura ambiente, a fim de verificar se ocorreram alteragdes do tipo:
turvagdo, separagdo de fases ou precipitagdo. O aspecto foi descrito como: fluido ou viscoso,
homogéneo ou heterogéneo, transparente ou opaco. As amostras foram classificadas segundo os
seguintes critérios: normal, sem alteracdo; levemente separado, levemente precipitado ou
levemente turvo; separado, precipitado ou turvo [30].

2.6.2 Cor

Na analise visual, a cor da amostra foi comparada com a cor do padrdo armazenado em frasco
da mesma especificagdo, sob condi¢des de luz ‘branca’ natural. A amostra do produto foi
classificada segundo os seguintes critérios: normal, sem alteracdo; levemente modificada;
modificada; intensamente modificada [30].

2.6.3 Odor

As amostras e os padroes de referéncia, acondicionados no mesmo material de embalagem,
tiveram os referidos odores comparados diretamente pelo olfato. As amostras foram classificadas
segundo os seguintes critérios: normal; sem alteracdo; levemente modificada; modificada;
intensamente modificada [30].

2.7 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas

2.7.1 Determinagdo do valor de pH

A determinagdo do valor de pH foi realizada através de uma dispersdo aquosa 1:10 (m/v)
utilizando pHmetro recém calibrado [30].

2.7.2 Determinacdo da viscosidade

As viscosidades das formulagdes foram medidas utilizando o Viscotester VT-04E com rotor
tamanho 1 em temperatura de 25 + 2°C. A resisténcia ao movimento do rotor causada pela
viscosidade foi medida em dPascal. s (dPA-s-'). As formulagdes foram classificadas segundo os
seguintes critérios: normal, sem alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente
modificada. Foram admitidas pequenas variagdes, desde que ndo comprometessem a percepcao
visual das amostras [30].
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2.7.3 Determinacdo da Densidade

A determinagdo da densidade foi realizada em picndmetro metalico. Pesou-se o picnometro
vazio (MO0), em seguida, foi preenchido completamente com 4gua destilada, pesou-se novamente
(M1). Apds, o picnometro com a amostra foi pesado (M2) [31]. A densidade foi expressa pela
média de duas determinagdes e calculada segundo a equacao a seguir:

_ M2-MO
~ M1-— MO

Em que:

d = densidade

MO = massa do picndmetro vazio, em gramas

M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas
M2 = massa do picnémetro com a amostra, em gramas

2.8 Teste de Triagem Preliminar

2.8.1 Centrifugagdo

Para a execugdo do teste, aproximadamente 5g de cada formulagdo gel C+, gel C-e gel Tl e
T2 foram submetidos a centrifugacdo durante 30min, em temperatura ambiente (25,0 + 2,0°C).
Ao final, foram avaliados de forma visual aspectos de instabilidade [31].

2.8.2 Estresse téermico

Nesse teste, 5Sg de cada uma das amostras gel T1, gel T2, gel C+ e gel C- foram colocadas em
banho maria em temperaturas entre 30 a 80°C em intervalos de 10°C, mantidos 30min em cada
temperatura [32-33].

2.9 Teste de Estabilidade Acelerada

2.9.1 Ciclo gelo/degelo

As formulagdes gel C+, gel C- e gel T1 e T2 foram submetidas a ciclos de 24 horas a 50 + 2°C e
24 horas a -5 + 2°C, realizados durante 12 dias (6 ciclos) consecutivos. Os parametros avaliados
foram: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH,
viscosidade e densidade) [31].

2.10 Teste de Estabilidade Normal

2.10.1 Estufa, geladeira e exposi¢do a luz solar

As amostras gel C+, gel C- e gel T1 e T2 foram submetidas em diferentes condi¢des de
armazenamento, a fim de avaliar o efeito sobre as formulagdes. As amostras foram submetidas a
aquecimento em estufa a 37 + 2°C, resfriamento em geladeira a 4 + 2°C e exposicdo a luz solar.
As formulagdes foram avaliadas no tempo 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Os parametros avaliados
foram: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH,
viscosidade e densidade) [31].
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2.11 Teste de Prateleira

No teste de prateleira, conhecido também como shelf life, as formulagoes gel C+, gel C- e gel
T1 e T2 foram avaliadas em condi¢des normais de armazenamento a 25°C durante um periodo de
3 meses. Inicialmente, as amostras foram avaliadas no tempo 0, 7, 15 e, a partir de 30 dias, foram
avaliadas mensalmente. Os parametros avaliados foram: caracteristicas organolépticas (aspecto,
cor e odor) e caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e densidade) [31].

2.12 Ensaio de irritacio em modelo organotipico - HET-CAM

Para a execugdo do ensaio HET-CAM, ovos fecundados de galinha caipira foram incubados
durante um periodo de 10 dias a 37°C. Realizou-se um pequeno orificio na parte superior da casca,
cortando-se circularmente, expondo a primeira membrana esbranqui¢ada que, com auxilio de
bisturi e pinga, foi removida para ter acesso a membrana cdrio-alantoide (CAM). As membranas
foram avaliadas, a fim de verificar possiveis danos, ovos com auséncia de embrido, ou de
respiragao e mobilidade foram rejeitados do experimento [34-37].

Na sequéncia, 300 puL de cada formulacao gel foram aplicadas com o auxilio de micropipeta
sobre a superficie da membrana coério-alantoide. Aguardaram-se 20s de periodo de contato; a
formulagdo foi removida com solugdo salina (NaCl 0,9%) e a membrana (CAM) foi observada
durante 5 minutos. Como controles do teste, utilizou-se solucdo salina como negativo e solugdo
de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1N para positivo, representando uma substincia altamente
irritante para a membrana e evidenciando os possiveis efeitos irritantes: hiperemia, hemorragia e
coagulagdo [34,36-38]. Pontuagdes foram atribuidas a cada efeito observado no tempo em
segundos, conforme a Tabela 2 e, em seguida, a classificacdo final do potencial irritante foi
considerada conforme a Tabela 3.

Tabela 2: Pontuagoes atribuidas as alteracoes de irritagdo evidenciadas na membrana corio-alantoide
em fun¢do do tempo.

Reacao de irritacao Tempo
T <30s 30s > T <2min 2min > T < Smin
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacdo 9 7 5

Fonte: Journal Officiel de la Republique Frangaise (1996).

Tabela 3: Classificagdo final do potencial irritante no HET-CAM conforme pontuagdo atribuida em
relacdo as reacoes de irritag¢do.

indice Categorias

N<1 Praticamente nio irritante
I1<N>5 Ligeiramente irritante
5<N>9 Moderadamente irritante
N>9 Irritante

Fonte: Adaptado de Journal Officiel de la Republique Frangaise (1996).

2.13 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva simples expressados por
intermédio de graficos e tabelas utilizando os softwares Microsoft Excel® e Word®.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacio da atividade de p-glucanases

Os resultados de atividade especifica de B-glucanases obtidos para W. anomalus WA92 foram
de 3,80 U/mg. Esses resultados foram superiores aos de Lima et al. (2013) [39], que obtiveram a
quantidade de 0,071 U/mg, e de Calazans et al. (2021) [40], que relataram atividade de 0,40 U/mg
em micocinas de W. anomalus. Em contrapartida, Rosseto et al. (2022) [41] referiram atividade
de 2,47 U/mg em micocinas de W. anomalus. Essa diferencga pode estar relacionada as condi¢des
de cultivo, tipo de cepa e otimizacao da forma de cultivo, temperatura, pH e densidade do in6culo.
De acordo com Bieleki e Galas (1991) [42] e Bauermeister et al. (2010) [43], pode haver inibi¢ao
da producdao da enzima por alguns microrganismos por excesso de glicose ou outra fonte
facilmente acessivel.

3.2 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicao

Os testes de microdilui¢do foram baseados na concentragdo de B-glucanases presentes no
sobrenadante de cultura WA92. O sobrenadante foi testado frente a susceptibilidade dos 5
microrganismos padrao: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger
(ATCC 16404). Todos os microrganismos padrao testados foram sensiveis as micocinas de WA92
em concentracdo de 3,80 U/mg. E. coli e A. niger foram inibidos na concentragdo de 1,90 U/mg,
P. aeruginosa 0,95 U/mg, S. aureus 0,48 U/mg e C. albicans 0,24 U/mg. Os resultados de
susceptibilidade dos microrganismos padrao estdo representados na Figura 1.

Viérios estudos na literatura corroboram com a inibicdo dos microrganismos testados neste
trabalho. A agdo antimicrobiana das micocinas em testes in vitro ¢ bem documentada, logo, as
micocinas apresentam caracteristicas interessantes para o estudo de aplicacdo conservante devido
as suas propriedades e amplo espectro de acdo. Paris et al. (2016) [15] verificaram que as
micocinas produzidas por W. anomalus apresentaram acgdo antifingica frente a C. albicans
isoladas de sangue em 100% das 30 cepas testadas. Essa acdo também foi relatada por Sawant et
al. (1988) [44], que descreveram que as micocinas produzidas por Pichia Anomala foram capazes
de inibir cepas de C. albicans. A susceptibilidade de S. aureus foi descrita por Calazans et al.
(2021) [40], que verificaram que micocinas produzidas por W. anomalus apresentaram atividades
inibitorias em 100% das cepas de S. aureus coagulase positiva isoladas de carnes. Chen et al.
(2015) [45] relataram a acdo de micocinas produzidas por duas linhagens de leveduras,
Saccharomyces cereviseae ¢ Kluyveromyces marxianus, ¢ relataram atividade frente a isolados
de E. coli. Passoth et al. (2011) [22] testaram indculos integros de H. anomala contra 13 espécies
de enterobactérias, ao longo dos dias de tratamento, todas as espécies testadas, inclusive E. coli,
foram reduzidas em valor abaixo do seu nivel de detecgdo. Segundo Bajaj et al. (2013) [13], as
micocinas RY55 produzidas por Pichia kudriavzevii mostraram exercer atividade inibitdria sobre
varias bactérias patogénicas de importancia clinica e saude humana, dentre elas: E. coli, S. aureus,
P aeruginosa e Pseudomonas alcaligenes. Pichia anomala foi testada em agar de forma integra,
apresentando forte atividade inibitoria frente a alguns fungos, dentre eles, Aspergillus candidus e
Penicillium roqueforti [46].
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Concentracio de p-glucanases para inibicao dos microrganismos padrao
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Figura 1: Resultado do teste de microdilui¢do utilizando o sobrenadante de Wickerhamomyces
anomalus WA92 em suas respectivas concentragoes capazes de inibir completamente cada
microrganismo padrdo teste no tempo de 24h e 48h.

3.3 Challenge test

O teste do desafio conservante realizado nas formulagdes conservadas com micocinas gel T1
e gel T2 alcangou os critérios de redugao logaritmica estabelecidos para Escherichia coli (ATCC
8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) dentro de
14 dias. As cepas de 4. niger (ATCC 16404) e C. albicans (ATCC 10231) nao apresentaram
aumento em relagdo a contagem inicial em 7, 14 e 28 dias, seguindo os critérios estipulados. Tanto
a concentragdo de B-glucanases de 11,4 U/mg quanto a concentragdo de 15,2 U/mg cumpriram as
especificagcdes de eficicia conservante nas formulacdes, sendo que a menor concentragdo foi
suficiente para conter a multiplicagdo microbiana no produto. Os resultados das contagens
UFC/mL em fungdo do tempo em reducdo logaritmica sdo expressos na Figura 2.

Hernandes et al. (2017) [47] avaliaram a eficacia microbiana do 6leo essencial de Lipia
origanoides em diferentes preparacdes: xarope, shampoo, creme e suco de laranja; observaram
que o 6leo essencial teve agdo inibitoria e atingiu os critérios para a formulacdo de xarope,
shampoo ¢ suco de laranja, enquanto, para a formulagdo de creme, o 6leo teve agdo conservante
apenas para fungos. Esses resultados demonstram como uma substancia pode variar sua atividade
de conservacao, dependendo da forma de apresentagdo do produto, o que destaca a importancia
da avaliacdo da eficacia do conservante adicionado a formulacdo final escolhida [48]. Oleos
essenciais e extratos vegetais testados in vifro por Herman et al. (2013) [49] apresentaram uma
potente inibicdo microbiana. Em outro experimento, Herman et al. (2014) [50] incorporaram os
extratos vegetais e 6leos essencais testados no estudo anterior em uma emulsdo que foi avaliada
frente a bactérias da flora da pele de voluntarios e obtiveram resultados de inibi¢do microbiana
promissores com o 6leo de canela em concentragao de 2,5%. Ostrosky et al. (2011) [51] relataram
a acao do extrato de Rubus rosaefolius como conservante em duas formulagdes topicas, emulsdo
e gel, que antingiram os critérios para P. aeruginosa (ATCC 9027), Burkholderia cepacia (ATCC
25416), S. aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 10536), no entanto, ndo demonstraram atividade
sobre fungos.
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Figura 2: Reducgdo logaritmica dos microrganismos padrdo (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus niger) no Teste do Desafio Conservante
(Challenge Test). gel Tl (11,4 U/mg f-glucanases) e gel T2 (15,2 U/mg [-glucanases) utilizando-se
micocinas de Wickerhamomyces anomalus, gel C+ (com conservante) e Gel C- (sem conservante).

Os critérios para eficacia microbiana variam de acordo com cada categoria de produto. De
acordo com a Farmacopeia Brasileira [2], a formulagdo gel de uso topico se enquadra como o
produto de categoria 2 (produtos de uso topico, constituidos de base, ou veiculo aquoso). Portanto,
o critério baseia-se na redugdo de 2 log no nimero de UFC/mL inicialmente inoculados para
bactérias no 14° dia e, no 28° dia, a contagem ndo deve aumentar em relagdo ao 14° dia. Ja para
bolores e leveduras, ndo deve haver aumento no nimero de UFC/mL inicialmente inoculados
no 14° e 28° dias. Os quesitos para a eficacia do conservante sdo cumpridos se seguirem aos
critérios estabelecidos para cada categoria de produto [2].

3.4 Teste de triagem preliminar

Nesse ensaio, o produto avaliado é colocado frente a condigdes extremas de temperatura, a fim
de acelerar possiveis rea¢des entre seus componentes € o surgimento de sinais que devem ser
observados e analisados seguindo as caracteristicas especificas de cada tipo de produto. Devido
as condigdes em que ¢ conduzido, este estudo ndo tem a finalidade de estimar o prazo de validade
do produto, mas sim de auxiliar na triagem das formulacdes [31].

3.4.1 Centrifugagdo

Ap6s o ciclo de 30 minutos, todas as formulagdes, incluindo o gel T1 e T2, mantiveram as
caracteristicas normais: incolor/levemente amarelado, homogéneo, transparente e com odor
caracteristico. Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, Brasil (2004) [31], apos
a centrifugacdo, o produto deve permanecer estavel, sem quaisquer sinais de instabilidade. Caso
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contrario, qualquer sinal de alteracdo indica que o produto necessita de reformulagdo. Se aprovado
nesse teste, a formulagdo pode ser submetida aos proximos testes de estabilidade.

3.4.2 Estresse térmico

No teste de estresse térmico, cuja temperatura inicial foi de 40°C, aumentando-se
progressivamente até 80°C, mantidos durante 30 minutos em cada temperatura, a viscosidade das
formulagdes gel T1 e T2 e de ambos gel C+ e C- foi alterada a partir da temperatura a 50°C,
definido como “levemente modificado” (LM). Em 70°C, houve alteragdes mais bruscas da
viscosidade, atribuindo a caracteristica de “modificado” (M) para todas as formulagdes. O ensaio
em questdo permitiu estabelecer a temperatura de armazenamento da formulagao testada, ou seja,
sua melhor estabilidade foi até 50°C. Assim, deduziu-se que ndo seria necessario fazer uma
reformulacao, visto que, dificilmente, quando utilizado pelo consumidor, o produto sera exposto
a mais de 35°C.

3.5 Teste de Estabilidade Acelerada

Condicdes extremas de temperatura foram aplicadas com o objetivo de acelerar possiveis
sinais de instabilidade entre os componentes da formulacdo [31]. A multiplicacdo de
microrganismos nos produtos pode ocasionar alteracdo em propriedades quimicas ou fisicas,
separagao de fases, descoloracao ou mudanga no pH [52].

3.5.1 Ciclo Gelo/Degelo

O pH inicial do gel T1 foi de 5.8, o gel T2 apresentou pH 5.7, enquanto o gel C+ e C-
apresentaram ambos pH de 6.0. Isso se deve ao fato de que as micocinas possuem caracteristica
acida, aproximadamente pH 4.7 [15, 24, 53] e sua incorporagdo desencadeou uma pequena
variagdo de pH na formulacdo quando comparada aos controles (Figura 3). Durante este estudo,
o pH evidenciou variagdes minimas de acordo com o esperado. Apds o 7° dia, houve uma leve
modificagdo no odor em ambas as formulagdes gel T1 e gel T2. Todas as formulagdes
apresentaram viscosidades de 100 dPA-s-! sem alteragdes ao longo dos dias.

Segundo Brasil (2004) [31], nos estudos de estabilidade, pequenas variacdes de pH sao
permitidas, desde que ndo ultrapassem 10% dos resultados. O pH da derme estd entre 5-6 em
condi¢des normais, valores que podem variar conforme a raga, tom ou cor da pele, exposi¢ao a
luz solar e a doengas. O pH de uma formulagao topica deve estar de acordo com o pH do tecido
cutaneo, para que o produto seja bem aceito pelo tecido [54]. Os valores de pH obtidos para as
formulagdes gel T1 e gel T2 estiveram de acordo com o pH normal da pele. As variagdes das
caracteristicas organolépticas foram minimas e permaneceram dentro do esperado.

A densidade das formulagdes manteve-se dentro dos valores preconizados, sendo que os
coeficientes de variagdo para gel T1 (0,88%), gel T2 (0,62%), gel C+ (0,67%) e gel C- (0,60%)
foram infimos, demonstrando homogeneidade nos resultados (Figura 4). A densidade relativa
usualmente adotada é definida como a relagcdo entre a massa de uma substancia ao ar a 20°C e a
massa de igual volume de 4gua na mesma temperatura. Para liquidos ou semissolidos, a densidade
pode indicar a incorporagdo de ar ou a perda de ingredientes volateis [55]. De acordo com o Guia
de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (2008), a densidade de produtos
semissolidos deve manter-se entre 0,95-1,05 g/cm?.
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Figura 3: Determinagdo do pH no ciclo Gelo/Degelo em fungdo do tempo (dias) das formulagoes gel T1
(11,4 U/mg p-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases), gel C+ (com conservante) e gel C- (sem

conservante).
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Figura 4: Determinagdo da densidade relativa no ciclo Gelo/Degelo em fungdo do tempo (dias) do gel T1
(11,4 U/mg p-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases), gel C+ (com conservante) e gel C- (sem
conservante).

3.6 Teste de Estabilidade Normal

3.6.1 Estufa, geladeira e exposi¢cdo a luz solar

As amostras submetidas a condigdes de aquecimento em estufa, resfriamento em geladeira e
exposicao a luz solar apresentaram densidade estavel dentro dos padrdes estabelecidos, retratando
coeficientes de variagdo em todas as condi¢des sempre menor que 1% (Figura 5). No que se refere
ao pH, em todas as condigdes submetidas ndo houve variagao maior ou menor que 10% em relagédo
a todas as formulagdes teste e controles. Contudo, no teste de exposicao a luz solar, alteragdes de
odor e viscosidade diminuida foram notaveis em todas as amostras a partir de 15 dias. O teste de
estabilidade em luz solar prevé se o produto é sensivel ou ndo a Iuz solar. Conforme o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos, os produtos devem permanecer estaveis por, no minimo,
15 dias em exposi¢@o a luz solar. Ainda, consideram-se aceitaveis pequenas alteracdes para
produtos expostos a altas temperaturas, podendo alterar significativamente a cor ¢ o odor da
formulagédo e levar a degradagdo de ingredientes. Nessas condigdes, as alteragdes fisico-quimicas
sdo frequentes e até mesmo esperadas, sendo que os resultados obtidos devem ser avaliados [31].

O gel T1 e T2 apresentaram valores de pH conforme a faixa de estabilidade da pele e
estabilidade das formulagdes (Figura 6). O pH ideal para uma formulagéo ¢ estabelecido de acordo
com o pH de estabilidade dos principios ativos utilizados, como também a tolerancia da pele [56].
O teste de Estabilidade Normal objetiva fornecer dados a fim de prever se o produto permanecera
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estavel de acordo com o periodo de analise, auxiliando na determinacdo de sua estabilidade,
tempo de validade e compatibilidade com o material de acondicionamento [31].
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Figura 5: Determinagdo da densidade relativa no Teste de Estabilidade Normal em relacdo as diferentes
condicoes de armazenamento (estufa, geladeira e luz solar) em fungdo do tempo (dias) referente as
formulagoes gel Tl (11,4 U/mg f-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg [-glucanases), gel C+ (com
conservante) e gel C- (sem conservante).
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Figura 6: Determina¢do do pH no Teste de Estabilidade Normal em relagdo as diferentes condicoes de
armazenamento (estufa, geladeira e luz solar) em fun¢do do tempo (dias) referente as formulagoes gel Tl
(11,4 U/mg B-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases), gel C+ (com conservante) e gel C- (sem
conservante).

3.7 Teste de Prateleira

Durante o teste de prateleira, as formulagdes se mantiveram estaveis, sem alteragdes de suas
caracteristicas fisico-quimicas (pH, densidade e viscosidade) e organolépticas (cor, odor e
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aspecto) (Figuras 7 e 8). O shelf life tem por finalidade validar os limites de estabilidade, avaliando
o comportamento do produto em condi¢gdes normais de armazenamento [31].
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Figura 7: Determinagdo da densidade relativa no Teste de Prateleira em condigdes normais de
armazenamento (25°C) em fung¢do do tempo (dias) referente as formulagdes gel T1 (11,4 U/mg
S-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg B-glucanases), gel C+ (com conservante) e gel C- (sem conservante).
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Figura 8: Determinagdo do pH no Teste de Prateleira em condigdes normais de armazenamento (25°C)
em fungdo do tempo (dias) referente as formulagoes gel T1 (11,4 U/mg f-glucanases), gel T2 (15,2 U/mg
f-glucanases), gel C+ (com conservante) e gel C- (sem conservante).

Tendo em vista os aspectos fisico-quimicos e organolépticos mensurados nos Testes de
Estabilidade, de forma geral, constatou-se que as formulag¢Ges incorporadas com micocinas (gel
T1 e gel T2) apresentaram a melhor estabilidade em condi¢des normais de armazenamento a
25°C, sem alteragdes de cor, odor e aspecto, como também variacdes minimas de pH, densidade
e viscosidade. Dentre as condigdes extremas de armazenamento, houve maiores variagdes das
formulagdes quando expostas a temperaturas elevadas, alterando o odor e viscosidade, no entanto,
com os limites em conformidade com a literatura.

3.8 Teste em Membrana Cério-Alantoide de Ovo Embrionado de Galinha (HET-CAM)

Neste ensaio, as formulagdes gel T1 e T2 ndo apresentaram sinais de irritagdo na membrana
em nenhuma de suas concentragdes, como também nos controles gel C- e gel C+, sendo
classificados como formulag¢des nao irritantes (Figura 7). A irritagdo da membrana cério-alatoide
foi ponderada mediante avaliacdo visual através do surgimento de hiperemia, hemorragia e
coagulagdo. Ao final, uma pontuacdo foi obtida e analisada através de uma escala que variou de
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praticamente ndo irritante até irritante, logo, a formulagao foi classificada conforme o nivel de
irritacdo visual.

No estudo envolvendo micocinas produzidas por W. anomalus, Rosseto et al. (2022) [41]
avaliaram o potencial de irritagdo do sobrenadante contendo micocinas de forma pura em
HET-CAM, classificando-a como segura e nao irritante. Madariaga et al. (2006) [57] avaliaram
o potencial irritante de cremes cosméticos incorporados com extrato alcodlico de prépolis, aloe e
vera e camomila a 5% no teste HET-CAM, os quais foram classificados como nao irritantes por
ndo apresentarem nenhum sinal de irritabilidade na membrana. Um estudo envolvendo células
epiteliais de cornea humana foi desenvolvido para avaliar a citotoxicidade e irritacdo ocular de
varios medicamentos oftdlmicos e excipientes de colirios. Dentre as substancias testadas, o
metilparabeno ndo apresentou reacdo de toxicidade as células, mesmo apds 60 minutos de
exposi¢ao [58]. Diante disso, assim como o metilparabeno comumente utilizado em diversos
produtos, as micocinas, quando incorporadas em formulagdo, podem ser consideradas nao
irritantes para a membrana ocular.

Figura 9: Teste de irritabilidade de membrana (HET-CAM). Controle Positivo (a) membrana altamente
irritada apos aplicagdo de NaOH (0,1 N), Controle Negativo (b) membrana integra, com aplicagdo de
solugdo salina (NaCl 0,9%), gel T1 (11,4 U/mg [-glucanases) (c) gel T2 (15,2 U/mg p-glucanases) (d)

gel C+ (com conservante) (e) gel C- (sem conservante) (f), respectivamente com membranas integras sem
alteragoes. Todas as imagens foram capturadas ao final do teste com tempo de 5 minutos.

No atual momento, a industria cosmética se depara com a falta consideravel de conservantes
menos toxicos. Em decorréncia disso, ha um interesse consideravel no desenvolvimento de novos
sistemas conservantes seguros ¢ eficazes. Substincias com amplo espectro de atividade
antimicrobiana e de baixa toxicidade, visando maior perfil de seguranga, como extratos de plantas,
oleos essenciais e as micocinas, sao alternativas futuras interessantes. Nesse cenario, a utiliza¢ao
de substincias bioativas de origem natural, de baixa toxicidade e resisténcia microbiana
representa uma atitude inovadora, em que componentes sintéticos sdo substituidos por naturais,
apresentando fundamental relevincia no desenvolvimento de novos insumos; ademais, constitui
também uma atitude sustentavel.

4. CONCLUSAO

As micocinas presentes no sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus WA92
mostraram atividade inibitéria sobre os microrganismos padrdo testados em microdiluigdo.
Quando incorporadas a formulacdo gel em diferentes concentragdes gel T1 (11,4 U/mg) e gel T2
(15,2 U/mg) apresentaram eficacia conservante frente a bactérias, fungo filamentoso e levedura
em ambas as concentracdes. Em relacdo aos testes de estabilidade, as formulagdes incorporadas
com micocinas atenderam aos critérios preconizados, mostrando-se estaveis em diferentes
condi¢des de armazenamento. Ainda, no teste de irritabilidade de membrana, as formulagdes
testes foram classificadas como nio irritantes. Os resultados descritos sugerem que as micocinas
produzidas por W. anomalus sejam uma substancia com agdo antimicrobiana promissora e segura
para o desenvolvimento de novos sistemas conservantes em formulacdes.
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