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Resumo 

 

 É notável a capacidade de diferentes espécies de levedura em 

assimilar fontes de carbono na forma de acúmulo de óleos. Tais óleos 

apresentam diversos potenciais biotecnológicos, dos quais é possível 

destacar a produção de substâncias potenciais para uso na forma de 

combustíveis (biodiesel), aditivos alimentares ou agentes antimicrobianos. 

Extratos contendo lipídeos produzidos por leveduras de amostras do queijo 

artesanal foram testados com intuito de verificar sua capacidade em inibir o 

crescimento de diferentes espécies de bactérias Gram positivas e Gram 

negativas, através de testes de disco-difusão em ágar Müller-Hinton. Como 

resultado, os extratos testados pareceram interferir no padrão de 

crescimento de P. aeruginosa, uma característica que não se confirmou 

quando testado em caldo Müller-Hinton. Sugere-se uma possível relação 

entre os microrganismos, mas que só pode ser confirmada após ser 

investigada em experimentos de interação entre a levedura e a bactéria. 

 

 

Palavras-chave: óleos de levedura, potencial antimicrobiano, lipídeos, 

biotecnologia. 
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Introdução compreensiva: 

 

 O desenvolvimento de mecanismos de defesa, sejam eles através de 

um sistema complexo envolvendo células especiais e moléculas de 

sinalização, ou apenas pela síntese e liberação de substâncias tóxicas a 

outros seres vivos, foi uma ferramenta de adaptação fundamental para a 

evolução e permanência de diversos organismos em seus ambientes. Sabe-

se que apesar da maioria destes compostos serem de natureza protéica, 

existem evidências de que alguns lipídeos apresentam capacidade de 

inibição do crescimento e multiplicação de células microbianas [7]. 

 Lipídeos são um grupo de biomoléculas agrupadas por semelhanças 

físico-químicas, em especial sua hidrofobicidade. Dessa forma, não há uma 

fórmula geral ou estrutura característica para esses compostos. A ação 

tóxica desses compostos é variável de acordo com algumas de suas 

caraterísticas estruturais, tais como o tamanho da cadeia, o seu grau de 

instauração e a orientação espacial (cis ou trans) de ligações duplas. Seu 

modo de ação não é totalmente esclarecido, mas os resultados obtidos até o 

momento indicam que ácidos graxos livres sejam capazes de alterar a 

disposição física das membranas celulares, de forma a interferir em seus 

processos metabólicos, a exemplo da cadeia de transporte de elétrons, bem 

como promovendo mudanças em sua estrutura, o que compromete a 

integridade da célula. Acredita-se também que eles sejam capazes de alterar 

algumas rotas bioquímicas, através de inibições enzimáticas ou geração de 

subprodutos com atividade tóxica [4]. 
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 Verifica-se também que os ácidos graxos de cadeia longa parecem ter 

maior atividade antibacteriana, o que se confirma pelo fato de que os 

lipídeos com maior poder de inibição do crescimento bacteriano são, entre 

os saturados, o ácido cáprico (C10:0) e o ácido láurico (C12:0). Entre os 

monoinsaturados, os mais ativos são o ácido miristoléico (C14:1) e ácido 

palmitoléico (C16:1). Muitos ácidos graxos poliinsaturados com 18 e 20 

carbonos também apresentem caráter antimicrobiano bastante potente. 

Adiciona-se ainda o fato de que, entre os insaturados, os que apresentam 

orientação espacial cis tem uma ação mais pronunciada em comparação aos 

orientados na forma trans [15]. 

Diversas publicações na literatura demonstram a ação antimicrobiana 

desses compostos, sendo, por exemplo, eficazes no controle do crescimento 

de culturas de Helicobacter pylori [18] e na inativação de Chlamydia 

tracomatis [2]. Derivados de ácidos graxos também demonstraram ser 

capazes de inibir a produção de biofilmes em cepas patogênicas de 

bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus [6], agentes de 

importância clínica causadores de gastroenterites e outros distúrbios 

digestivos. 

Percebeu-se também que bactérias Gram negativas costumam 

apresentar maior resistência à ação dessas moléculas, o que pode ser 

explicado devido a sua diferença estrutural de parede celular. O 

recobrimento da camada de peptideoglicano por lipopolissacarídeos parece 

configurar uma dificuldade para que o óleo seja capaz de se infiltrar na 

célula, inibindo o crescimento do microrganismo. Essa hipótese pode ser 

confirmada pelo fato de que essa resistência é perdida quando bactérias 
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Gram negativas são tratadas com substâncias capazes de remover os 

lipopolissacarídeos da membrana externa (a exemplo do 

etilenodiaminotetrasulfato), tornando-as sensíveis aos ácidos graxos livres 

[17].   

O mecanismo de ação inespecífico dos lipídeos como antimicrobianos 

os torna agentes bastante promissores, uma vez que isso dificulta o 

desenvolvimento de resistência.  Além disso, a crescente demanda por 

produtos orgânicos os coloca como uma possível figura chave para o 

desenvolvimento de formas de conservação de alimentos sem o uso de 

conservantes químicos tradicionais como os nitritos, típicos aditivos nos 

processos de cura de carnes como embutidos [11]. 

Uma vez que os lipídeos estão presentes no metabolismo de todas as 

células, apresentando diversas funções, como a composição das 

membranas celulares e a reserva energética, todos os seres vivos são 

capazes de sintetizá-los. Contudo, poucos são capazes de atingir altas 

concentrações lipídicas no interior de suas células. Dentre esses, estão 

algumas espécies de leveduras, o que as coloca como importantes fontes de 

produção industrial de óleos, uma vez que são facilmente cultivadas e 

apresentam alto rendimento quando considerada a produção por área 

industrial ocupada. Algumas espécies de leveduras, como Lipomyces 

starkeyi, são capazes de acumular lipídeo até aproximadamente 70% de seu 

peso seco [1]. 

Leveduras são capazes de produzir lipideos classificados em neutros 

(triglicerídeos) e polares (glicolipídeos e fosfolipídeos). A maior parte dessas 

biomoléculas é constituída por triglicerídeos saturados e monoinsaturados 
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(MUFAs). O principal fator determinante para a produção desses óleos é a 

relação entre carbono e nitrogênio presentes no meio de cultura, sendo uma 

maior produção alcançada com altos teores de carbono e baixa 

concentração de nitrogênio. Isso se dá devido ao rápido esgotamento do 

nitrogênio pela levedura. Na escassez do nitrogênio e abundância de 

carbono, o microrganismo passa a assimilar o elemento em excesso na 

forma de triglicerídeos [16]. 

Visto que a produção industrial desses compostos deve ser feita a 

partir do cultivo de organismos cuja obtenção desses óleos seja a mais fácil, 

o uso de leveduras para a extração desses se apresenta bastante adequado 

por ser industrialmente viável e de baixo impacto social e ambiental. Dessa 

forma, o estudo em questão pretende avaliar o potencial antibacteriano de 

lipídeos extraídos de leveduras. 

O potencial antimicrobiano desses extratos poderá ser utilizado de 

diversas formas, tendo um de seus principais alvos o controle do 

crescimento de microrganismos patogênicos. Embora o exemplo mais 

evidente pareça ser a formulação de novos fármacos antibióticos (para uso 

tópico ou sistêmico), é possível pensar em diversas outras aplicações 

clínicas dessas biomoléculas, como a limpeza de ambientes e equipamentos 

hospitalares, dificultando a fixação de bactérias e constituição de biofilmes, 

ou a higiene pessoal, na forma de aditivos em produtos para a limpeza 

bucal. 

É notável também sua aplicação na pecuária, podendo ser utilizados 

como aditivos em rações, diminuindo a incidência de doenças nos animais 

de produção. Tal resultado pode ser obtido através da adição de ácidos 
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graxos de cadeia média no alimento servido às aves [19]. A adição de 

antibióticos (tetraciclina) na ração de aves já foi utilizada anteriormente, 

resultando em disseminação da resistência a essa molécula. Tal evento 

torna-se mais difícil devido à forma inespecífica de atuação dos ácidos 

graxos. 

Além disso, será possível, através de estudos semelhantes, discutir 

as relações ecológicas possivelmente presentes entre essas leveduras e 

outros organismos que crescem no mesmo ambiente. O entendimento 

desses processos também pode ser de importância ambiental no que diz 

respeito à utilização do solo na agricultura e nos diferentes procedimentos 

que envolvem a captação, aproveitamento e escoamento da água utilizada 

em diversas atividades humanas, como o tratamento de efluentes, o 

engarrafamento para consumo de água mineral e a irrigação. 
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Artigo 

 

Introdução: 

 

Leveduras são organismos unicelulares capazes de produzir lipídeos com diversos potenciais 

biotecnológicos. Algumas espécies são capazes de acumular até 70% do seu peso seco em lipídeos 

[1]. Dentre esses potenciais, é notável a capacidade de alguns óleos microbianos em inibir o 

crescimento bacteriano [7]. Há ainda diversos outros relatos na literatura confirmando tal atividade [2; 

6; 18]. Acredita-se que as bactérias Gram negativas sejam mais resistentes a esses extratos por 

possuírem uma membrana externa, uma vez que a remoção dessa camada diminui essa resistência 

[17]. 

Outra possível aplicação é a conservação de alimentos como substituto aos nitritos 

atualmente usados no processo de cura de carnes e embutidos [11]. Essas biomoléculas também 

podem atuar como aditivos alimentares em rações animais, diminuindo a incidência de infecções [19]. 

Este trabalho avalia a capacidade de óleos extraídos de uma levedura isolada de queijo 

artesanal em inibir oito espécies diferentes de bactérias Gram negativas e Gram positivas. Os 

resultados obtidos em estudos como este podem ajudar na seleção de moléculas lipídicas promissoras 

para potencial uso em produtos de limpeza, higiene pessoal ou na conservação de alimentos. 

 

Métodos 

 

a) Obtenção dos extratos: 

Os óleos foram extraídos a partir do crescimento em diferentes condições de uma levedura coletada de 

queijo artesanal [8]. As condições de crescimento nas quais foram gerados os óleos testados são taxas 

carbono/nitrogênio de 10:1, 20:1, 100:1, 200:1 e 400:1. A extração foi feita em triplicata, gerando três 

alíquotas para cada condição. O protocolo utilizado para a extração foi adaptado de Bugh & Dyer [3], 

e executado no Laboratório de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

b.) Recuperação e identificação dos isolados bacterianos: 
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As espécies a serem testadas foram recuperadas de estoques em glicerol (15%) e cultivadas em caldo 

BHI por um período de 24-48h, até ser observada turvação no meio. A partir disso, foram transferidas 

para placas de Petri contendo ágar-TSA, através de esgotamento para isolamento de colônias. 

Colônias isoladas foram submetidas à coloração de Gram para verificar sua morfologia e pureza da 

colônia. Algumas espécies foram submetidas também a testes bioquímicos para confirmação: 

Enterobacter aerogenes foi submetido ao teste de Rugai-lisina e Enterococcus faecium à prova da 

catalase. As cepas utilizadas estão listadas abaixo: 

 

 - Bacillus licheniformes – ATCC 678576 

 - Bacillus cereus – ATCC 11778 

 - Staphylococcus aureus - ATCC 14458 

 - Acinetobacter baumanii - ATCC 19606 

 - Shigella flexneri - ATCC 12022 

 - Enterobacter aerogenes - ATCC 13048 

- Enterococcus faecium - ATCC 6569 

- Pseudomonas aeruginosa DCM L10 

 

c.) Suspensão dos extratos brutos dos óleos 

Para a obtenção dos extratos em forma líquida, se fez necessário suspendê-los em n-hexano. Para isso, 

cada alíquota extraída foi pesada para que fosse possível calcular o volume necessário de solvente 

para que todas as amostras tivessem a mesma concentração. Para isso, escolheu-se a amostra com 

menor massa, e a seguir adicionou-se 1mL de solvente. A partir da concentração obtida, foi calculado 

o valor a ser adicionado nas outras amostras (Tabela 1). 

 

d.) Teste da toxicidade do solvente n-hexano: 

Para verificar a possibilidade de ação antibacteriana do solvente usado, a fim de excluir sua 

interferência nos testes de atividade dos óleos, as bactérias foram cultivadas em soluções com 

quantidades crescentes de n-hexano. Em uma placa de 96 poços, foram distribuídas soluções contendo 

20%, 10%, 5% 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0,3125%, 0,1562%, 0,0712% e 0,0391% de n-hexano 
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Tabela 1 - Volume adicionado de n-hexano para o ajuste de concentração. 

Amostra Massa 

(g) 

Volume 

adicionado 

(ml) 

Concentração 

(g/ml) 

10.1 a 0,3553 2,860709 0,1242 

10.1 b 0,2085 1,678744 0,1242 

10.1 c 0,1907 1,535427 0,1242 

20.1 a 0,2029 1,633655 0,1242 

20.1 b 0,1909 1,537037 0,1242 

20.1 c 0,1955 1,574074 0,1242 

100.1 a 0,1652 1,330113 0,1242 

100.1 b 0,179 1,441224 0,1242 

100.1 c 0,1662 1,338164 0,1242 

200.1 a 0,1417 1,140902 0,1242 

200.1 b 0,1733 1,39533 0,1242 

200.1 c 0,151 1,215781 0,1242 

400.1 a 0,1242 1 0,1242 

400.1 b 0,141 1,135266 0,1242 

400.1 c 0,1276 1,027375 0,1242 

 

em caldo Müller-Hinton. As cepas em teste foram cultivadas por 24h em ágar TSA-inclinado a 37°C e 

suspensas em solução salina (NaCl 0,9%) até atingirem a concentração 0,5 da escala de McFarland 

(aproximadamente 10
8
 células / ml). Após, uma alíquota dessa solução foi colocada nos poços 

contendo 200μL das soluções de n-hexano e caldo. Como controles, utilizaram-se dois poços: um 

contendo apenas o caldo, e outro contendo caldo com solução de bactérias. Para a avaliação da 

presença de células viáveis, adicionou-se 24h após a incubação a 35°C o indicador  cloreto de 

tetrazólio, um aceptor de elétrons capaz de identificar a ação do metabolismo bacteriano por mudança 

de cor na solução. 

 

e.) Análise da atividade antibacteriana pelo teste de disco-difusão em ágar: 

Para a triagem dos óleos potencialmente ativos na inibição do crescimento bacteriano, foi realizado o 

teste de disco-difusão em ágar. Para esse teste, as bactérias foram cultivadas por 24h em ágar TSA-

inclinado sob a temperatura de 37°C. Posteriormente, elas foram suspensas em solução salina (NaCl 

0,9%) até atingirem a concentração 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 10
8
 células / ml). 

Feito isso, um suabe estéril foi imerso na solução e estriado em uma placa de Petri contendo ágar 

Müller-Hinton. Após a semeadura, discos de papel estéreis foram posicionados e fixados no ágar. A 
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cada um desses discos adicionou-se 15μL de amostra de óleo (1,86 mg), sendo usado um disco para 

cada amostra. A um dos discos foi adicionado apenas n-hexano, para se descontar uma potencial 

interferência do diluente no resultado. Como controle positivo utilizou-se um disco de gentamicina 10 

mcg. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. Após esse tempo, observou-se o 

surgimento de alguma alteração no crescimento bacteriano ao redor dos discos. 

 

f.) Análise da atividade antibacteriana por microdiluição em caldo: 

Para validar a verificação do potencial antibacteriano do extrato, foi realizado o teste de 

inibição em caldo, no qual as bactérias foram cultivadas em meio líquido contendo o óleo. O 

crescimento das bactérias foi feito em placa de Petri contendo ágar-TSA por 24h a 37°C, seguido de 

suspensão em solução salina até a concentração 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 10
8
 

células / ml). A suspensão obtida foi diluída novamente para se obter uma concentração de 1:10. Uma 

alíquota de 5μL dessa solução foi adicionada a uma placa de 96 poços contendo soluções compostas 

por caldo Müller-Hinton e extrato bruto de óleo de levedura (0,1242g/ml), em volumes iguais (50μL 

de cada). Para controle, usou-se um poço contendo apenas caldo e outro com caldo e bactéria. A placa 

foi incubada a 35°C por 24h para posteriormente ser realizada a leitura dos dados obtidos. O resultado 

foi avaliado através da adição de cloreto de tetrazólio aos poços. Ele é um aceptor de elétrons que 

apresenta coloração vermelha quando reduzido pela ação do metabolismo bacteriano. A detecção 

dessa cor indica que o meio contém bactérias em atividade e crescimento. 

 

Resultados: 

 

 As cepas tiveram sua identidade confirmada e foram expostas aos testes descritos. Elas 

também se mostraram resistentes ao solvente n-hexano até a concentração máxima testada (20%). As 

espécies em questão, cuja sensibilidade à gentamicina foi testada previamente em um ensaio de disco-

difusão, mostraram inibição na presença do disco do antibiótico, de forma a confirmar o controle e 

validar o experimento. Os diâmetros dos halos de inibição para gentamicina estão listados a seguir: 

 

B. licheniformes: 22 a 25mm 

B. cereus: 23mm 
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S. aureus: 24mm 

A. baumanii: 21mm  

S. flexneri: 15mm 

E. aerogenes: 19mm 

E. faecium: 17mm 

P. aeruginosa: 18mm 

 

 No teste de avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, foi observado 

crescimento normal ao redor dos discos contendo óleos de leveduras para todas as bactérias testadas, à 

exceção das placas contendo cultivo de P. aeruginosa. Nas placas em que esse micro-organismo foi 

testado, foi possível observar uma densidade de crescimento ligeiramente menor nas proximidades 

dos discos. Esse padrão de crescimento não foi observado da mesma forma nos arredores do disco 

contendo n-hexano. A interferência no crescimento da bactéria nas imediações dos discos contendo os 

extratos, entretanto, não reflete um padrão comparável à inibição obtida pela gentamicina. 

 O cultivo de P. aeruginosa em caldo contendo óleo de levedura indicou crescimento da 

bactéria em todos os extratos utilizados, bem como no controle contendo apenas caldo Müller-Hinton. 

O poço incubado apenas com o caldo Müller-Hinton, sem adição de bactérias, não mostrou nenhum 

crescimento bacteriano, validando o experimento. 

 

Discussão: 

 

 Diante dos resultados obtidos, acredita-se que o extrato testado não apresenta atividade 

antibacteriana para a maioria das cepas testadas. Isso pode ser explicado pela composição do óleo, 

uma vez que o perfil dos ácidos graxos por cromatografia gasosa indicou que as amostras testadas 

apresentavam como maior componente o ácido oleico (18:1 n9C), 32.23 ± 1.05 % (ROSA, 

comunicação pessoal, dados não publicados). 

 Outras fontes na literatura também demonstram resultados negativos em relação à atividade 

antibacteriana dessa molécula: algumas bactérias Gram-positivas envolvidas na deterioração de carnes 

são resistentes aos ácidos oleico, palmítico, esteárico e mirístico, e sensíveis aos ácidos láurico e 

palmitoléico [12]. A reduzida atividade antibacteriana do ácido oleico pode ser explicada pelo seu 
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menor grau de insaturação, visto que os ácidos graxos de 18 carbonos contendo mais de uma ligação 

dupla (linolênico e linoleico) têm seu caráter tóxico para as células bacterianas aumentado à medida 

que se aumenta o número de insaturações nas suas cadeias [20]. 

 Dessa forma, apesar de haver um forte indício na literatura [7; 10] de que os ácidos graxos de 

cadeia longa são, em geral, mais ativos (maior potencial de inibição bacteriana), os outros fatores 

(grau de insaturação, hidrofobicidade) também devem ser levados em conta na predição do caráter 

antibacteriano da molécula. 

 O ácido láurico também se mostrou ativo contra B. cereus e L. monocytogenes [13], Nesse 

estudo ele também foi capaz de inibir E. coli e S. enteritidis, duas bactérias Gram-negativas, 

contrariando a ideia de que a camada externa dessas células conferem proteção contra ácidos graxos 

de cadeia média ou longa [16]. 

  Os resultados obtidos ainda parecem apontar uma possível interferência do óleo no 

crescimento de P. aeruginosa, porém insuficiente para inibir seu crescimento nas concentrações 

usadas no experimento. O fato de apenas essa bactéria ser afetada pelo óleo pode indicar uma possível 

relação ecológica de amensalismo (antibiose) entre a levedura e a bactéria. Para se verificar a 

existência dessa relação, é necessário um ensaio de interação e crescimento conjunto das espécies, de 

forma a verificar alterações no padrão de síntese desses óleos e no crescimento da bactéria. 

 O controle da proliferação de P. aeruginosa no solo é de importância na agricultura, uma vez 

que essa bactéria pode utilizar o nitrato fixado a partir do nitrogênio para obter energia, em uma 

reação de desnitrificação, que tem como produto o nitrogênio gasoso. Esse processo é inverso à 

fixação de nitrogênio feita no solo para a absorção do elemento pelas plantas, processo fundamental 

para o desenvolvimento dos vegetais. Dessa forma, solos com grandes agregados populacionais de P. 

aeruginosa tendem a ser pobres em nitrogênio, dificultando o crescimento das plantas cultivadas no 

solo. A possibilidade de se utilizar uma levedura como controle biológico para a bactéria pode 

minimizar a necessidade de se usar fertilizantes em solos pobres em nitrogênio. 

 Por outro lado, a P. aeruginosa é também de extrema importância na clínica, visto que ela é 

capaz de levar a diversas patologias infecciosas, incluindo infecções do trato respiratório [14]. Sabe-se 

também que ela apresenta uma notável capacidade de constituir biofilmes [5], que são associações 

entre células bacterianas nas quais há a secreção de uma matriz de agregação e nutrição, promovendo 

a adesão de uma comunidade bacteriana em uma superfície. Uma vez aderidas e agregadas, essas 
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células constituem uma estrutura de difícil remoção, uma vez que ela se torna mais resistente a 

antibióticos devido à dificuldade da penetração da molécula na matriz. A formação de biofilmes é 

bastante preocupante em ambientes hospitalares, pois o estabelecimento dessas estruturas em 

cateteres, tubos e outros utensílios constitui um perigo de contaminação para os pacientes expostos a 

procedimentos que envolvam essas peças. Acredita-se que a melhor forma de combate a um biofilme 

é impedir sua formação, o que envolve um controle direto sobre a proliferação das bactérias 

formadoras da estrutura, motivo pelo qual se torna importante o desenvolvimento de estratégias 

capazes de inibir o crescimento de P. aeruginosa no ambiente hospitalar. 

 Soma-se ainda o fato de que essa bactéria é um importante contaminante de alimentos, 

levando a intoxicações alimentares [9]. O controle do crescimento desse patógeno é, portanto, de 

interesse para a saúde humana e também para o aumento da vida de prateleira dos alimentos 

industrializados, sendo, por consequência, um assunto de interesse para a economia do Brasil. 

Devido a esses três cenários em que o controle do crescimento da bactéria é de interesse nas 

atividades humanas, tanto do ponto de vista socioeconômico quanto da saúde, torna-se interessante 

verificar a existência de uma atividade antimicrobiana do óleo da levedura específica a essa espécie, 

de forma a permitir a descoberta de mecanismos capazes de controlar a multiplicação de P. 

aeruginosa. 
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Conclusões e perspectivas 

 

 Diante dos resultados encontrados neste trabalho, pode-se concluir 

que as amostras de extrato bruto dos óleos extraídos de leveduras não 

foram capazes de inibir o crescimento das cepas bacterianas testadas. 

Todavia torna-se necessário um estudo mais específico para se verificar a 

existência de uma relação ecológica responsável pela inibição de 

Pseudomonas aeruginosa pela levedura produtora do extrato bruto. Os 

resultados não são claros para se afirmar a existência desse evento, mas 

parecem sugerir que a bactéria pode ter seu padrão de crescimento alterado 

pela produção de substâncias lipídicas pela levedura. 
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