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Teste antimicrobiano com dleo de levedura
Rhodosporidium toruloides

Antimicrobial test with Rhodosporidium toruloides yeast
oil

RESUMO

O objetivo é determinar a capacidade antimicrobiana do éleo da levedura Rodosphoridum
toruloides para uso em formulagdes como conservantes, em alimentos, cosméticos entre
outros. A metodologia aplicada neste trabalho foi de teste antimicrobiano por teste de
microdiluicdo em placas de 96 pocgos, sendo realizada a diluicdo seriada entre os pogos
com o Oleo para determinagdo da concentragao inibitéria minima e para determinagao da
concentragao bactericida minima, sendo verificada a quantidade de unidade formadora de
colonia via contagem em placa de Petri. Foram utilizadas a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus, as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e a levedura Candida parapsilosis. A diluicdo do 6leo com polipropilenoglicol
foi a melhor entre os solventes testados.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia-Industria. Metabolismo microbiano. Contaminacdo
microbiana.

ABSTRACT

The objective is to determine the antimicrobial capacity of the yeast oil Rodosphoridum
toruloides for use in formulations such as preservation, food, cosmetics, among others.
The methodology applied in this work was antimicrobial test using a microdilution test in
96-well plates, with serial dilution being performed between the wells with the oil to
determine the minimum inhibitory concentration and to determine the minimum bacterial
concentration, checking the amount of unit colony forming via Petri dish count. The
bacterias were used Gram-positive Staphylococcus aureus, Gram-negatives Escherichia coli
and Pseudomonas aeruginosa and the yeast Candida parapsilosis. The oil dilution with
polypropyleneglycol was the best among the tested solvents.

KEYWORDS: Biotechnology industries. Microbial metabolic. Microbial contamination.
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INTRODUGCAO

As industrias tendem a buscar por novos componentes de suas formulagdes,
principalmente no quesito de solucGes nas contaminagdes de produtos. Ja que a
propagacdo de microrganismos quando ocorre dentro das linhas de producdo
pode levar a prejuizos financeiros e também prejudicar a saude dos
consumidores, quando a formulacdo apresenta alteracdes pela contaminacdo ou
0 microrganismo é prejudicial a saide (MOTA,2017).

Dessa forma o presente trabalho visa solucionar fornecendo uma opgdo
biotecnolégica, utilizando do 6leo produzido pela levedura Rhodosporidium
toruloides como possivel antimicrobiano.

Os Oleos sdo produzidos por todos os macro e microrganismos vivos para
papéis estruturais e funcionais essenciais dentro de uma célula, como a formagdo
de membranas permeaveis e organelas na forma de uma bicamada lipidica
(DOWHAN, BOGDANOQV, 2013). No entanto, apenas um numero relativamente
pequeno de microrganismos é capaz de acumular quantidades de lipidios
celulares acima de 20 ou até 80% de sua massa celular como material de
armazenamento de reserva. Estes sdo denominados microrganismos oleaginosos
(RATLEDGE, 2004).

A produgdo de déleo microbiano oferece vdrias vantagens em comparagao
ao uso de fontes de animais ou plantas, visto que apresentam caracteristicas dos
acidos graxos proporcionais. O cultivo de microrganismos é independente de
restricOes geograficas ou climaticas, possui curtos periodos de producdo e varios
substratos, incluindo residuos industriais, podem ser utilizados, dessa forma
barateando a produgao do dleo. Os principais produtores de lipidios sdo fungos,
leveduras e algas, enquanto as bactérias ndo sdo boas produtoras
(OCHSENREITHER et al, 2016; AFONSO, 2017).

O acumulo de lipidios como armazenamento de reserva é desencadeado
por um excesso de fonte de carbono e um nutriente limitante, geralmente
nitrogénio. Sob essas condi¢des, o carbono excedente é direcionado para a
sintese lipidica e sdo formadas dentro das células goticulas de déleo constituidas
por triacilglicerdis (RATLEDGE, 2004; OCHSENREITHER et al, 2016) .

Uma levedura oleaginosa é a Rhodosporidium toruloides, tendo sido relatada
a sua capacidade para sintetizar e acumular lipidios intracelulares de até
aproximadamente 79% do seu peso-seco (AFONSO, 2017; BONTURI et al, 2015).
A levedura apresenta uma pigmentacdo cor-de-rosa ou avermelhada, a qual se
deve a producdo de carotenoides, na maioria B-caroteno, que pode ser utilizado
como percursor da vitamina A, antioxidante ou como pigmento natural
(AFONSO, 2017).

MATERIAIS E METODOS
Para realizacdo do teste antimicrobiano pelo método de microdiluicdo foi

necessario escolher os microrganismos que foram testados frente ao éleo da
Rodosphoridium toruloides, assim como o solvente do dleo.
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Os microrganismos que foram utilizados sdao da Colegao Microbioldgica de
Interesse Biotecnoldgico da UTFPR/Ponta Grossa — CMIB-UTFPR/PG sendo parte
integrante da Rede Paranaense CMRP — Colecdes Microbioldgicas da Rede
Paranaense. Foram utilizadas a bactéria Gram-positiva: Staphylococcus aureus
(CMIB-117) e bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (CMIB-090) e
Pseudomonas aeruginosa (CMIB-103) e foi utilizada a levedura Candida
parapsilosis (CMIB- 004) (ALMEIDA, 2018).

O preparo do indculo para bactérias a partir de culturas em placa de Petri foi
realizado com auxilio de alga estéril. Pegou-se 5 UFC (unidade formadora de
colbnia) da placa e colocou-se em 50 ml de meio de cultura liquido (conforme
tabela 1) que foi incubado de 24-48h em estufa a 30° C. Usando uma aliquota de
5 mL para comparagdo com a escala de McFarland tubo 0,5 para obter a
1,5x108 UFC/mL, usando solucdo salina estéril (0,85%) para ajuste(BELUSSO,
2014; RABINOVITCH, 2015; BONA et al, 2014).

Tabela 1 — Meio de cultura utilizado para cada microrganismo

Microrganismos Meio de cultura
Staphylococcus aureus Caldo Mueller Hinton
Escherichia coli Caldo Mueller Hinton
Pseudomonas aeruginosa Caldo Mueller Hinton
Candida parapsilosis Caldo Sabouraud Dextrose

Fonte: Autoria propria.

O preparo de diluicdo para contagem de UFC para bactérias para a
confirmacdo da quantidade de UFC no inéculo foi realizado a partir da aliquota de
5 mL comparada com a escala de McFarland tubo 0,5 devidamente ajustada.
Através de espectrofotometro (leitura de 0.08 a 0.10 em absorbancia sob
625 nm) que corresponde de 1x10% UFC/mL (RABINOVITCH, 2015).

Com o indculo ajustado (1 x 108 UFC/mL) dever ser diluido 1:100 [0,1mL em
10mL] (1 x 10°UFC/mL) em solucdo salina estéril e, em seguida, transferindo
1 mL deste para outro tubo contendo 1 mL de solugdo salina (concentracao
bacteriana final: 5 x 10° UFC/mL) (RABINOVITCH, 2015).

Partindo-se do principio que hd 5 X 10° UFC/mL na diluicio anterior,
continuar com uma diluicdo de 1:1000 (acrescentando solucdo salina), obtendo-
se 5X 102 UFC/mL (RABINOVITCH, 2015). Inoculou-se 0,1 mL desta suspensdo em
um meio agar prdprio para cada microrganismo, onde serd observado o
aparecimento de cerca de 50 UFC .

.....

bactérias, realizou-se o teste de microdiluicdo em microplacas para cultura de
células, estéreis, descartaveis, com 96 pocos (BELUSSO, 2014).

O meio liquido respectivo para cada bactéria é adicionado, sendo 150 pL em
cada poco. O dleo da levedura a ser testado foi adicionado a primeira linha de
pocos da microplaca também na quantidade de 150 pL. Em seguida, realizaram-
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se dilui¢bes seriadas do dleo, sendo que o pogo seguinte apresentava a metade
da concentragdo do poco imediatamente anterior (BELUSSO, 2014).

Com o indculo preparado anteriormente foi adicionado com a ajuda de uma
micropipeta, 15 upL da suspensdo bacteriana em cada poco da respectiva
microplaca, com excegao da fileira onde foi feito o controle da esterilidade do
caldo e da solucdo salina estéril da mesma usada para ajustar o indculo. Também
foi inoculado nos pocgos do controle de crescimento, contendo meio estéril livre
de 6leo. As microplacas foram incubadas a 30°C, por 24 horas (BELUSSO, 2014;
AFST, tradugdo pro BrCAST, 2018).

Para verificagdao da inibigdo do crescimento bacteriano e melhor visualizagdo
foi realizada a adigdo de resazurina sédica 0,01% apds o periodo de 24 horas de
incubagao, e retornando para incubagdo por mais 3 horas para obtenc¢do dos
resultados. A cor da solugdo de resazurina é azul, quando a tonalidade no pogo
muda para um tom avermelhado demonstra a fermentag¢do ocorrida no pogo,
desse modo o objetivo era obter os pogos com coloragao azulada. Para que o
teste seja considerado vdlido, é necessario que haja crescimento no pogo de
controle positivo. O experimento foi realizado em duplicata (BELUSSO, 2014).

Para a determina¢do da concentragdo bactericida minima (CBM) foram
retiradas aliquotas de 10 pL, de forma asséptica, dos pogos da microplaca que
correspondem a CIM e as 5 concentrages imediatamente anteriores (BELUSSO,
2014).

Em seguida, estas foram semeadas, com auxilio de algas estéreis, pelo
método de espalhamento em estrias, na superficie de agar nutriente estéril
contido em placas de Petri devidamente esterilizadas. As placas foram
posteriormente incubadas a 30°C por 24 horas, sendo realizada em seguida a
contagem das col6nias que cresceram sob o meio sélido. Considerou-se como
CBM a menor concentracdo do 6leo que ocasionou uma reduc¢do no crescimento
bacteriano igual ou superior a 99,9% do inéculo inicial (BELUSSO, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes propostos na metodologia ndo foram possiveis de finalizacdo, visto
gue ocorreu a suspensao nas atividades académicas, considerando a classificacdo
da COVID-19 (agente viral SARS-CoV-2) como pandemia e os protocolos emitidos
pelo Ministério da Saude e pela Organizacdo Mundial de Saude, que impediam a
aglomeracdo de pessoas, caso frequentemente observado na utilizacdo dos
laboratdrios da instituicdo (UTFPR, 2020).

Na proposta referente da utilizacdo do dleo da Rodosphoridium toruloides
como agente antimicrobiano, o qual seria testado em laboratdério utilizando a
técnica da microdiluicdo. A busca por um solvente para o dleo foi realizada ja
que possui influéncia para um adequado resultado da possivel propriedade
antimicrobiana e andlise da inibicdo do crescimento, deveria se obter no poco da
placa uma solucdo homogénea. Desse modo foi testado a homogeneizacdo do
6leo com tween 80, com tween 20 e com polipropilenoglicol.

Foi misturado o éleo com tween 80 e obteve-se um liquido viscoso que
guando misturado com agua formava uma pelicula em que formava uma mistura
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bifasica,, em uma camada ficava a agua e no fundo do poco ficava o tween 80 e o
6leo, sendo assim ndo seria adequado para a execucdo dos testes.

Em seguida, realizou-se a tentativa de mistura com o uso do tween 20 e o
6leo, no entanto, caracteristica semelhante ao ocorrido com o éleo e tween 80
foi observada. Entdo foi realizado uma mistura de polipropilenoglicol com o éleo
e a caracteristica apresentada foi de uma melhor homogeneiza¢do quando na
mistura com agua, a solubilizacdo ainda ndo era a ideal, para obter os resultados
mais fieis, mas ja seria possivel mensurar a propriedade do dleo como
antimicrobiano.

CONCLUSAO

Devido a circunstancia da pandemia, os testes ndo foram concluidos, dessa
forma esperasse que em momento oportuno ocorra a finalizagdo da metodologia
apresentada no presente relatério. Visto que a possibilidade da utilizagdo de um
6leo de origem biotecnoldgica como antimicrobiano na industria pode levar a
retornos financeiros e diminuicdo de problemas com a contamina¢do de
produtos.
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