UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

Ciro Aranha Gomes

Avaliacdo da atividade antibacteriana de 6leos de leveduras coletadas

no Rio Grande do Sul

Porto Alegre

julho/2013



Ciro Aranha Gomes

Avaliacdo da atividade antibacteriana de Gleos de leveduras coletadas

no Rio Grande do Sul

Trabalho de conclusdao de curso de
graduacdo apresentado ao Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Bacharel(a) em
Biomedicina.

Orientador: Profa. Dra Gertrudes

Corcéao

Porto Alegre

julho/2013



Agradecimentos

Primeiramente aos professores e funcionarios da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, pecas chave na manutencdo e no
funcionamento da estrutura universitaria, provendo as condicdes
necessarias para a formacdo de profissionais capacitados a exercer as
funcdes a que sao atribuidos e também de pessoas capazes de contribuir a
evolucédo sociocultural do estado e do pais.

Dentro desse ambiente, um agradecimento especial para todos
agueles que fazem parte do curso de biomedicina da universidade, pelo seu
constante esfor¢co pela manutencdo da qualidade do curso, visando sempre
um aprimoramento para que a imagem do profissional biomédico seja a cada
dia mais reconhecida e respeitada.

Como componente disso, incluem-se ainda os colegas de curso,
devido ao convivio e auxilio, resultando em trocas de experiéncias
fundamentais ndo s6 na formacdo académica e profissional, mas também
em aprendizados levados para situacdes enfrentadas em diversos
ambientes fora da instituicao.

Além desses, € necessario agradecer aos companheiros dos
laboratorios frequentados ao longo do curso, assim como aos monitores,
pela presenca e ajuda muitas vezes incondicional, resultando em um
aprendizado fundamental ndo s6 de execucdo das metodologias e
compreensao de fundamentos tedricos, mas também de maneira de

tratamento de alunos e colegas de trabalho.



Ainda, a familia e aos amigos, pelo apoio nas varias decisdes
tomadas desde o inicio da graduacao, bem como pelo aconselhamento em
inumeras questdes enfrentadas ao longo de toda essa jornada.

Inclui-se também um agradecimento aos 6rgdos responsaveis pelo
apoio financeiro ao projeto PRONEM n° 11/2047-0 a bolsa PIBITI/CNPq.

Por fim, a todos aqueles que de alguma forma, direta ou indireta,

contribuiram para que esse trabalho pudesse ser realizado.



indice

RESUMO. ... et e e e e e eaaas 6
INtrOdUGEO0 COMPIEENSIVAL .....vviiieiiiiiiiee et e e e 7
Y 1T [ 11
INEFOAUGED. ... 11
1712 7o To [0 1SR 12
RESUIATOS. ..o e 15
DISCUSSAO0......eeeeeeieiiiiiiitiiaia e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeteesataesa s s e e s eeeeeeeeaeeeeeeennnnes 16
] (=] (=] [ = LRSS 18
CONCIUSAOD € PEISPECLIVAS.......ccceeeeeeeiiiiiiiccie e e e e e e e e e 21

Anexo 1: Recomendacges da revista.........cccoeeeeeeeeievieeeeieeiiccee e 22



Resumo

E notavel a capacidade de diferentes espécies de levedura em
assimilar fontes de carbono na forma de acumulo de Oleos. Tais Oleos
apresentam diversos potenciais biotecnoldgicos, dos quais é possivel
destacar a producdo de substancias potenciais para uso na forma de
combustiveis (biodiesel), aditivos alimentares ou agentes antimicrobianos.
Extratos contendo lipideos 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-difusdo em agar Miiller-Hinton. Como
resultado, os extratos testados pareceram interferir no padrdo de
crescimento de P. aeruginosa, uma caracteristica que ndo se confirmou
quando testado em caldo Mduller-Hinton. Sugere-se uma possivel relacéo
entre 0S microrganismos, mas que sO pode ser confirmada apos ser

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

Palavras-chave: Oleos de levedura, potencial antimicrobiano, lipideos,

biotecnologia.



Introducdo compreensiva:

O desenvolvimento de mecanismos de defesa, sejam eles através de
um sistema complexo envolvendo células especiais e moléculas de
sinalizacdo, ou apenas pela sintese e liberacdo de substancias toxicas a
outros seres vivos, foi uma ferramenta de adaptacdo fundamental para a
evolucdo e permanéncia de diversos organismos em seus ambientes. Sabe-
se que apesar da maioria destes compostos serem de natureza protéica,
existem evidéncias de que alguns lipideos apresentam capacidade de
inibicdo do crescimento e multiplicacdo de células microbianas [7].

Lipideos sdo um grupo de biomoléculas agrupadas por semelhancas
fisico-quimicas, em especial sua hidrofobicidade. Dessa forma, ndo ha uma
férmula geral ou estrutura caracteristica para esses compostos. A acao
toxica desses compostos € varidvel de acordo com algumas de suas
carateristicas estruturais, tais como o tamanho da cadeia, 0 seu grau de
instauracdo e a orientacdo espacial (cis ou trans) de ligacdes duplas. Seu
modo de acdo ndo é totalmente esclarecido, mas os resultados obtidos até o
momento indicam que acidos graxos livres sejam capazes de alterar a
disposicéo fisica das membranas celulares, de forma a interferir em seus
processos metabdlicos, a exemplo da cadeia de transporte de elétrons, bem
como promovendo mudangas em sua estrutura, o que compromete a
integridade da célula. Acredita-se também que eles sejam capazes de alterar
algumas rotas bioquimicas, através de inibicdes enziméticas ou geracdo de

subprodutos com atividade toxica [4].



Verifica-se também que os acidos graxos de cadeia longa parecem ter
maior atividade antibacteriana, o que se confirma pelo fato de que os
lipideos com maior poder de inibicdo do crescimento bacteriano séo, entre
os saturados, o acido caprico (C10:0) e o acido laurico (C12:0). Entre os
monoinsaturados, 0s mais ativos sdo o acido miristoléico (C14:1) e acido
palmitoléico (C16:1). Muitos acidos graxos poliinsaturados com 18 e 20
carbonos também apresentem carater antimicrobiano bastante potente.
Adiciona-se ainda o fato de que, entre os insaturados, 0s que apresentam
orientacao espacial cis tem uma agédo mais pronunciada em comparagcao aos
orientados na forma trans [15].

Diversas publicaces na literatura demonstram a acdo antimicrobiana
desses compostos, sendo, por exemplo, eficazes no controle do crescimento
de culturas de Helicobacter pylori [18] e na inativacdo de Chlamydia
tracomatis [2]. Derivados de acidos graxos também demonstraram ser
capazes de inibir a producdo de biofimes em cepas patogénicas de
bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus [6], agentes de
importancia clinica causadores de gastroenterites e outros distarbios
digestivos.

Percebeu-se também que bactérias Gram negativas costumam
apresentar maior resisténcia a acao dessas moléculas, o que pode ser
explicado devido a sua diferenca estrutural de parede celular. O
recobrimento da camada de peptideoglicano por lipopolissacarideos parece
configurar uma dificuldade para que o 6leo seja capaz de se infiltrar na
célula, inibindo o crescimento do microrganismo. Essa hipbétese pode ser

confirmada pelo fato de que essa resisténcia é perdida quando bactérias



Gram negativas sdo tratadas com substancias capazes de remover 0s
lipopolissacarideos da membrana externa (a  exemplo do
etilenodiaminotetrasulfato), tornando-as sensiveis aos acidos graxos livres
[17].

O mecanismo de acéo inespecifico dos lipideos como antimicrobianos
0s torna agentes bastante promissores, uma vez que isso dificulta o
desenvolvimento de resisténcia. Além disso, a crescente demanda por
produtos organicos os coloca como uma possivel figura chave para o
desenvolvimento de formas de conservacdo de alimentos sem o uso de
conservantes quimicos tradicionais como 0s nitritos, tipicos aditivos nos
processos de cura de carnes como embutidos [11].

Uma vez que os lipideos estéo presentes no metabolismo de todas as
células, apresentando diversas funcdes, como a composicdo das
membranas celulares e a reserva energética, todos 0s seres vivos Sao
capazes de sintetiza-los. Contudo, poucos sdo capazes de atingir altas
concentracfes lipidicas no interior de suas células. Dentre esses, estédo
algumas espécies de leveduras, o que as coloca como importantes fontes de
producdo industrial de 6leos, uma vez que séo facilmente cultivadas e
apresentam alto rendimento quando considerada a producdo por area
industrial ocupada. Algumas espécies de leveduras, como Lipomyces
starkeyi, sdo capazes de acumular lipideo até aproximadamente 70% de seu
peso seco [1].

Leveduras sao capazes de produzir lipideos classificados em neutros
(triglicerideos) e polares (glicolipideos e fosfolipideos). A maior parte dessas

biomoléculas é constituida por triglicerideos saturados e monoinsaturados
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(MUFAS). O principal fator determinante para a producédo desses 0leos € a
relacdo entre carbono e nitrogénio presentes no meio de cultura, sendo uma
maior producdo alcancada com altos teores de carbono e baixa
concentracdo de nitrogénio. Isso se da devido ao rapido esgotamento do
nitrogénio pela levedura. Na escassez do nitrogénio e abundancia de
carbono, o microrganismo passa a assimilar o elemento em excesso na
forma de triglicerideos [16].

Visto que a producédo industrial desses compostos deve ser feita a
partir do cultivo de organismos cuja obtencdo desses 0leos seja a mais facil,
0 uso de leveduras para a extracao desses se apresenta bastante adequado
por ser industrialmente viavel e de baixo impacto social e ambiental. Dessa
forma, o estudo em questdo pretende avaliar o potencial antibacteriano de
lipideos extraidos de leveduras.

O potencial antimicrobiano desses extratos podera ser utilizado de
diversas formas, tendo um de seus principais alvos o controle do
crescimento de microrganismos patogénicos. Embora o exemplo mais
evidente pareca ser a formulacdo de novos farmacos antibiéticos (para uso
tépico ou sistémico), é possivel pensar em diversas outras aplicacdes
clinicas dessas biomoléculas, como a limpeza de ambientes e equipamentos
hospitalares, dificultando a fixacdo de bactérias e constituicdo de biofilmes,
ou a higiene pessoal, na forma de aditivos em produtos para a limpeza
bucal.

E notavel também sua aplicacdo na pecuaria, podendo ser utilizados
como aditivos em racdes, diminuindo a incidéncia de doencas nos animais

de producdo. Tal resultado pode ser obtido através da adicdo de &cidos
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graxos de cadeia média no alimento servido as aves [19]. A adicdo de
antibioticos (tetraciclina) na racdo de aves ja foi utilizada anteriormente,
resultando em disseminacdo da resisténcia a essa molécula. Tal evento
torna-se mais dificil devido a forma inespecifica de atuacdo dos acidos
graxos.

Além disso, sera possivel, através de estudos semelhantes, discutir
as relacdes ecologicas possivelmente presentes entre essas leveduras e
outros organismos que crescem no mesmo ambiente. O entendimento
desses processos também pode ser de importancia ambiental no que diz
respeito a utilizacdo do solo na agricultura e nos diferentes procedimentos
gue envolvem a captacdo, aproveitamento e escoamento da agua utilizada
em diversas atividades humanas, como o tratamento de efluentes, o

engarrafamento para consumo de agua mineral e a irrigacao.
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Artigo

Introducéo:

Leveduras sdo organismos unicelulares capazes de produzir lipideos com diversos potenciais
biotecnoldgicos. Algumas espécies sdo capazes de acumular até 70% do seu peso seco em lipideos
[1]. Dentre esses potenciais, é notavel a capacidade de alguns 6leos microbianos em inibir o
crescimento bacteriano [7]. Ha 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
possuirem uma membrana externa, uma vez que a remog¢do dessa camada diminui essa resisténcia
[17].

Outra possivel aplicagdo € a conservacdo 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 ragdes animais, diminuindo a incidéncia de infec¢bes [19].

Este trabalho avalia a capacidade de 6leos extraidos 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 sele¢do de moléculas lipidicas promissoras

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

Métodos

a) Obtencdo dos extratos:
Os 0leos foram extraidos a partir do crescimento em diferentes condi¢fes de uma levedura coletada de
queijo artesanal [8]. As condi¢Bes de crescimento nas quais foram gerados os 6leos testados sdo taxas
carbono/nitrogénio de 10:1, 20:1, 100:1, 200:1 e 400:1. A extracdo foi feita em triplicata, gerando trés
aliquotas para cada condicdo. O protocolo utilizado para a extracdo foi adaptado de Bugh & Dyer [3],
e executado no Laboratdrio de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

b.) Recuperagéo e identificacdo dos isolados bacterianos:



13

As espécies a serem testadas foram recuperadas de estoques em glicerol (15%) e cultivadas em caldo
BHI por um periodo de 24-48h, até ser observada turvagdo no meio. A partir disso, foram transferidas
para placas de Petri contendo agar-TSA, através de esgotamento para isolamento de coldnias.
Col6nias isoladas foram submetidas a coloracdo de Gram para verificar sua morfologia e pureza da
coldnia. Algumas espécies foram submetidas também a testes bioquimicos para confirmacdo:
Enterobacter aerogenes foi submetido ao teste de Rugai-lisina e Enterococcus faecium a prova da

catalase. As cepas utilizadas estdo 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.) Suspensdo dos extratos brutos dos 6leos
Para a obtencdo dos extratos em forma liquida, se fez necessario suspendé-los em n-hexano. Para isso,
cada aliquota extraida foi pesada para que fosse possivel calcular o volume necessario de solvente
para que todas as amostras tivessem a mesma concentracdo. Para isso, escolheu-se a amostra com
menor massa, e a seguir adicionou-se 1mL de solvente. A partir da concentracéo obtida, foi calculado

o0 valor a ser adicionado nas outras amostras (Tabela 1).

d.) Teste da toxicidade do solvente n-hexano:
Para verificar a possibilidade de acdo antibacteriana do solvente usado, a fim de excluir sua
interferéncia nos testes de atividade dos 0leos, as bactérias foram cultivadas em solucfes com
quantidades crescentes de n-hexano. Em uma placa de 96 pogos, foram distribuidas solugdes 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 concentracao.

Amostra  Massa Volume Concentracéo

(9) adicionado (g/ml)

(ml)

10.1a 0,3553 2,860709 0,1242
10.1b 0,2085 1,678744 0,1242
10.1c 0,1907 1,535427 0,1242
20.1a 0,2029 1,633655 0,1242
20.1b 0,1909 1,537037 0,1242
20.1c 0,1955 1,574074 0,1242
100.1a 0,1652 1,330113 0,1242
100.1b 0,179 1,441224 0,1242
100.1¢ 0,1662 1,338164 0,1242
200.1a 0,1417 1,140902 0,1242
200.1b 0,1733 1,39533 0,1242
200.1c 0,151 1,215781 0,1242
400.1a 0,1242 1 0,1242
400.1b 0,141 1,135266 0,1242
400.1¢ 0,1276 1,027375 0,1242

em caldo Miiller-Hinton. As cepas em teste foram cultivadas por 24h em agar TSA-inclinado a 37°C e
suspensas em solugdo salina (NaCl 0,9%) até atingirem a concentragdo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 10° células / ml). Apés, uma aliquota dessa solugdo foi colocada nos pocos
contendo 200uL das solugdes de n-hexano e caldo. Como controles, utilizaram-se dois po¢os: um
contendo apenas o caldo, e outro contendo caldo com solucdo de bactérias. Para a avaliagdo da
presenca de células vidveis, adicionou-se 24h ap@s a incubagdo a 35°C o indicador cloreto de
tetrazélio, um aceptor de elétrons capaz de identificar a agdo do metabolismo bacteriano por mudanca

de cor na solugéo.

e.) Andlise da atividade antibacteriana pelo teste de disco-difusdo em agar:
Para a triagem dos 6leos potencialmente ativos na inibicdo do crescimento bacteriano, foi realizado o
teste de disco-difusdo em &gar. Para esse teste, as bactérias foram cultivadas por 24h em agar TSA-
inclinado sob a temperatura de 37°C. Posteriormente, elas foram suspensas em solugdo salina (NaCl
0,9%) até atingirem a concentragdo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 10® células / ml).
Feito isso, um suabe estéril foi imerso na solugdo e estriado em uma placa de Petri contendo &gar

Miiller-Hinton. Apds a semeadura, discos de papel estéreis foram posicionados e fixados no agar. A
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cada um desses discos adicionou-se 15uL. de amostra de 6leo (1,86 mg), sendo usado um disco para
cada amostra. A um dos discos foi adicionado apenas n-hexano, para se descontar uma potencial
interferéncia 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. Apds esse tempo, observou-se o

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

f.) Andlise da atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo:

Para validar a verificacdo do potencial antibacteriano do extrato, foi realizado o teste de
inibicdo em caldo, no qual as bactérias foram cultivadas em meio liquido contendo o 6leo. O
crescimento das bactérias foi feito em placa de Petri contendo agar-TSA por 24h a 37°C, seguido de
suspensdo em solucdo salina até a concentracéo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 10°
células / ml). A suspensdo obtida foi diluida novamente para se obter uma concentracdo de 1:10. Uma
aliquota de SuL dessa solugdo foi adicionada a uma placa de 96 pogos contendo solugdes compostas
por caldo Miller-Hinton e extrato bruto de 6leo de levedura (0,1242g/ml), em volumes iguais (50uL
de cada). Para controle, usou-se um pogo 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 adicdo de cloreto de tetrazolio aos pogos. Ele é um aceptor de elétrons que
apresenta coloracdo vermelha quando reduzido pela acdo do metabolismo bacteriano. A deteccdo

dessa cor indica que 0 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 concentragdo maxima testada (20%). As
espécies em questdo, cuja sensibilidade a gentamicina foi testada previamente em um ensaio de disco-
difusdo, mostraram inibicdo na presenca do disco do antibi6tico, de forma a confirmar o controle e

validar o experimento. Os didmetros dos halos de inibi¢do para gentamicina estéo 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 avaliacho da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, foi observado
crescimento normal ao redor dos discos contendo dleos de leveduras para todas as bactérias testadas, a
excecdo das placas contendo cultivo de P. aeruginosa. Nas placas em que esse micro-organismo foi
testado, foi possivel observar uma densidade de crescimento ligeiramente menor nas proximidades
dos discos. Esse padréo de crescimento ndo foi observado da mesma forma nos arredores do disco
contendo n-hexano. A interferéncia no crescimento da bactéria nas imedia¢Ges dos discos contendo 0s
extratos, entretanto, ndo reflete um padrdo comparavel a inibigo obtida pela gentamicina.

O cultivo de P. aeruginosa em caldo contendo 6leo de levedura indicou crescimento da
bactéria em todos os extratos utilizados, bem como no controle contendo apenas caldo Miiller-Hinton.
O poco incubado apenas com o caldo Miller-Hinton, sem adigdo de bactérias, ndo mostrou nenhum

crescimento bacteriano, validando o experimento.

Discussao:

Diante dos resultados obtidos, acredita-se que o extrato testado ndo apresenta atividade
antibacteriana para a maioria das cepas testadas. 1sso pode ser explicado pela composicdo do 6leo,
uma vez que o perfil dos &cidos graxos por cromatografia gasosa indicou que as amostras testadas
apresentavam como maior componente o acido oleico (18:1 n9C), 32.23 + 1.05% (ROSA,
comunicagdo pessoal, dados ndo publicados).

Outras fontes na literatura também demonstram resultados negativos em relacdo a atividade
antibacteriana dessa molécula: algumas bactérias Gram-positivas envolvidas na deterioracdo de carnes
sdo resistentes aos acidos oleico, palmitico, estedrico e miristico, e sensiveis aos acidos laurico e

palmitoléico [12]. A reduzida atividade antibacteriana do &cido oleico pode ser explicada pelo seu
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menor grau de insaturacdo, visto que os acidos graxos de 18 carbonos contendo mais de uma ligagédo
dupla (linolénico e linoleico) tém seu carater toxico para as células bacterianas aumentado a medida
que se aumenta o nimero de insaturacdes nas suas cadeias [20].

Dessa forma, apesar de haver um forte indicio na literatura [7; 10] de que os &cidos graxos de
cadeia longa sdo, em geral, mais ativos (maior potencial de inibicdo bacteriana), os outros fatores
(grau de insaturacdo, hidrofobicidade) também devem ser levados em conta na predicdo do carater
antibacteriano da molécula.

O écido laurico 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 prote¢do contra acidos graxos
de cadeia média ou longa [16].

Os resultados obtidos ainda parecem apontar uma possivel interferéncia do 6leo no
crescimento de P. aeruginosa, porém insuficiente para inibir seu crescimento nas concentragdes
usadas no experimento. O fato de apenas essa bactéria ser afetada pelo 6leo pode indicar uma possivel
relacdo ecolégica de amensalismo (antibiose) entre a levedura e a bactéria. Para se verificar a
existéncia dessa relagéo, é necessario um ensaio de interagdo e crescimento conjunto das espécies, de
forma a verificar alteracbes no padrdo de sintese desses 6leos e no crescimento da bactéria.

O controle da proliferacdo de P. aeruginosa no solo é de importancia na agricultura, uma vez
que essa bactéria pode utilizar o nitrato fixado a partir do nitrogénio para obter energia, em uma
reacdo de desnitrificacdo, que tem como produto o nitrogénio gasoso. Esse processo é inverso a
fixacdo de nitrogénio feita no solo para a absor¢do 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 nitrogénio, dificultando o crescimento das plantas cultivadas no
solo. A possibilidade de se utilizar uma levedura como controle biolégico para a bactéria pode
minimizar a necessidade de se usar fertilizantes em solos pobres em nitrogénio.

Por outro lado, a P. aeruginosa é também de extrema importancia na clinica, visto que ela é
capaz de levar a diversas patologias infecciosas, incluindo infecgdes do trato respiratério [14]. Sabe-se
também que ela apresenta uma notavel capacidade de constituir biofilmes [5], que sdo associagGes
entre células bacterianas nas quais ha a secrecdo de uma matriz de agregacao e nutricdo, promovendo

a adesdo de uma comunidade bacteriana em uma superficie. Uma vez aderidas e agregadas, essas
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células constituem uma estrutura de dificil remogdo, uma vez que ela se torna mais resistente a
antibiéticos devido a dificuldade da penetragdo da molécula na matriz. A formacdo de biofilmes é
bastante preocupante em ambientes hospitalares, pois 0 estabelecimento dessas estruturas em
cateteres, tubos e outros utensilios constitui um perigo de contaminacdo para os pacientes expostos a
procedimentos que envolvam essas pecas. Acredita-se que a melhor forma de combate a um biofilme
é impedir sua formacdo, o que envolve um controle direto sobre a proliferacdo 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 intoxicagdes alimentares [9]. O controle do crescimento desse patdgeno é, portanto, de
interesse para a salde humana e também para o aumento da vida de prateleira dos alimentos
industrializados, sendo, por consequéncia, um assunto de interesse para a economia do Brasil.

Devido a esses trés cenarios em que o controle do crescimento da bactéria é de interesse nas
atividades humanas, tanto do ponto de vista socioecondmico quanto da saude, torna-se interessante
verificar a existéncia de uma atividade antimicrobiana do 6leo da levedura especifica a essa espécie,
de forma a permitir a descoberta de mecanismos capazes de controlar a multiplicacdo de P.

aeruginosa.
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Conclusfes e perspectivas

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, pode-se concluir
gue as amostras de extrato bruto dos Oleos extraidos de leveduras néo
foram capazes de inibir o crescimento das cepas bacterianas testadas.
Todavia torna-se necessario um estudo mais especifico para se verificar a
existéncia de uma relacdo ecoldgica responsavel pela inibicdo de
Pseudomonas aeruginosa pela levedura produtora do extrato bruto. Os
resultados ndo sao claros para se afirmar a existéncia desse evento, mas
parecem sugerir que a bactéria pode ter seu padrao de crescimento alterado

pela producéo de substancias lipidicas pela levedura.
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