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Resumo:

Foram utilizados 7 cultivares diferentes de Vitis vinifera: Chardonnay, Pinot Noir, Touriga Nacional,
Petit Verdot, Tannat, Alicante Bouschet e Merlot, das quais foram coletadas cascas de uva, raquis e
sarmentos. O material vegetal (cascas, raquis e sarmentos) foi seco em estufa, apds as amostras foram
convertidas em pd vegetal e passaram por uma maceragdo etandlica durante 7 dias ao abrigo da luz,
posteriormente o extrato foi filtrado e desidratado em banho maria até evaporacdo completa do solvente.
O materia seco foi reidratado com agua destilada. Staphylococcus aureus foi desafiado com os distintos
extratos com o método de difusdo em é&gar, as bactérias foram inoculadas em superficie de agar com
auxilio de swabs estéreis. Pogos com um didmetro de 9 mm foram perfurados no &gar onde extratos
foram inoculados nos pogos num volume de 50pL, as placas foram incubadas a 35°C/24h e os halos de
inibicdo foram medidos com auxilio de uma régua. Os extratos alcodlicos inibiram o crescimento de S.
aureus. Necessita-se mais pesquisa para buscar a purificacdo dos compostos e testes isolados de cada
substancia purificada. Dado o potencial efeito inibitério destes extratos, sugerem-se mais testes para a
incorporacdo e uso destes extratos como agentes bioconservantes em alimentos ou potencializadores de
inibi¢&o microbiana em ambientes onde S. aureus possa estar inserido.
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INIBIGAO DE Staphylococcus aureus POR EXTRATOS ALCOOLICOS DE
DISTINTAS PARTES DA VIDEIRA (Vitis vinifera)

1. INTRODUGAO

Dentre os patdégenos de importancia alimentar destaca-se Staphylococcus
aureus, classificado como bactéria Gram positiva, potencialmente capaz de produzir
toxinas intimamente relacionadas com intoxicacdo alimentar, sendo responsavel por
5,8% dos casos/surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTAs) no Brasil
(ANVISA, 2016).

Doencgas transmitidas por alimento (DTAs) sdo todas ocorréncias clinicas
consequentes a ingestdo de alimentos que possam estar contaminados com micro-
organismos patogénicos. O centro de controle e prevengao de doengas dos Estados
Unidos estima que a cada ano 48 milhdes de pessoas sao acometidas por doencgas
de origem alimentar, 128.000 sao hospitalizadas e 3.000 morrem (CDC, 2017). O
perfil epidemioldgico brasileiro acena que entre os anos de 2007 a 2016 ocorreram
6.632 surtos de DTAs, com 17.186 hospitalizacées e 109 mortes (ANVISA, 2016).

Vitis vinifera € uma espécie vegetal da familia das Vitaceas e de género Vitis
cujo fruto é conhecido principalmente por ser utilizado para elaboracdo de vinhos.
Muito embora alguns frutos de espécies de Vitis sejam consumidos in natura, essa
especie € destinada a produgdo de uvas para elaboragdo de vinhos devido aos
compostos de aroma e sabor que possuem e que geram através da fermentacao
alcoodlica.

Reconhecidamente sabe-se que vinho tem um potencial antimicrobiano
(RADOVANOVIC et al., 2016, SANHUEZA et al., 2017, TSUKADA et al., 2017),
muito provavelmente associado aos polifendis e taninos. Estes compostos presentes
principalmente na casca da uva sao transferidos ao vinho durante o processo de
vinificagdo, principalmente nos vinhos tintos.

Buscando novos componentes que possam contribuir no controle de
Staphylococcus nos ambientes onde essa bactéria esta inserida, antimicrobianos de
origem vegetal tem sido testados (DEHKORDI et al., 2015, ALMEIDA et al., 2017,
TSUKADA et al., 2017, YADAV et al., 2017) em distintas escalas com relagdo ao
potencial de inibicado/morte deste agente patogénico.

Dessa forma, este trabalho objetivou novas alternativas para inibicdo de
Staphylococcus aureus in vitro por meio de extratos vegetais de fragmentos de
videira (Vitis vinifera).

2. METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

Foram utilizados 7 cultivares diferentes de Vitis vinifera: Chardonnay, Pinot
Noir, Touriga Nacional, Petit Verdot, Tannat, Alicante Bouschet e Merlot, das quais

foram coletadas cascas de uva, raquis e sarmentos.

2.2 Bactérias



Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como padrdo. O micro-
organismo foi mantido em caldo BHI (infusdo de cérebro e coragao), repicadas a
cada 7 dias para manutencio, sendo utilizado para os testes um cultivo recente de
18-24h.

2.3 Preparacgao dos extratos

O material vegetal (cascas, raquis e sarmentos) foi seco em estufa a 60°C
durante 7 dias. Apds, as amostras foram convertidas em po6 vegetal. De cada um
dos pds foram separados 5g e adicionados 13mL de alcool 70%, deixando-os em
maceragao etandlica durante 7 dias ao abrigo da luz. Apds, o extrato foi filtrado e
desidratado em banho maria até evaporagcdo completa do solvente. O material seco
foi reidratado com agua destilada obtendo-se uma concentracdo aproximada de
3.850ug.uL™.

2.4. Teste de sensibilidade aos extratos

Staphylococcus aureus foi desafiado com os distintos extratos com o método
de difusdo em agar. Partindo do cultivo da bactéria em caldo BHI (infusédo de cérebro
coragao) diluiu-se com auxilio de solugao salina 0,85% estéril até obtengcado de uma
turbidez equivalente a 0,5 da escala de MacFarland. Apds, as bactérias foram
inoculadas em superficie de agar Mueller Hinton com auxilio de swabs estéreis.
Pogcos com um didmetro de 9 mm foram perfurados no agar. Os extratos foram
inoculados nos pogcos num volume de 50uL, as placas foram incubadas a 35°C/24h
e os halos de inibicdo foram medidos com auxilio de uma régua.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Os resultados da inibigdo de Staphylococcus aureus frente aos distintos
extratos podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1: Inibicdo, em milimetros, de Staphylococcus aureus frente aos extratos
alcoolicos de distintos fragmentos de Vitis vinifera.

Vitis Pinot Touriga Alicante
viniferalfragmentos Chardonnay ; ng Petit Verdot | Tannat | Merlot
. Noir Nacional Bouschet
vegetais
Cascas 0 13 12 13 12 14 17
Raquis 14 15 15 14 14 17 16
Sarmentos 14 15 16 11 15 13 13
Controle positivo 19 19 19 19 20 20 20
Azitromicina - 15ug

Observou-se que foi necessaria uma massa aproximada de 12.830 vezes
maior do que a do antibiético para visualizagao de efeitos de inibicao parecidos.
Nesse sentido vale ressaltar que: 1. Houve inibicdo de Staphylococcus aureus com
os extratos alcodlicos; 2. Os extratos alcodlicos foram testados na forma bruta, sem
purificacdo de nenhum composto; 3. O antibidtico utilizado como padréao esta com o
principio ativo purificado.

Comparando os resultados das cascas entre as variedades de Vitis vinifera foi
possivel observar maior inibicdo de S. aureus quando utilizada a variedade Alicante



Bouschet. Isso pode ser atribuido a caracteristica de maior quantidade de polifendis
nas cascas desta variedade, uma propriedade que faz com que sua utilizagdo se dé
principalmente na incorporagdo em outros tipos de vinhos com o objetivo de dar
corpo e cor ao produto. Nesse mesmo sentido ndo foi observado inibicao quando se
utilizaram cascas de uma variedade de uva branca, a Chardonnay. Diante do
observado, pode-se sugerir que o efeito inibitério de S. aureus deveu-se a
compostos fendlicos (cascas) e taninos (raquis e sarmentos) presentes nos
fragmentos vegetais, corroborando as pesquisas de YADAV et al. (2017) que
observaram inibicdo de 22 mm contra Staphylococcus aureus pelo método de
difusdo em poco de agar utilizando uma massa de 1080mg de extrato de casca de
uva. Estes mesmos autores obtiveram resultados de inibicdo contra outras bactérias
como Enterococcus faecalis e Enterobacter aerogenes.

Quando os extratos alcoodlicos de videira foram testados contra Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis nao foi possivel evidenciar
inibicdo (dados ndo mostrados). Assim, € possivel inferir que os agentes inibitérios
possam estar interagindo com elementos de membrana plasmatica e parede celular
de S. aureus, dados a peculiar composigdo destas estruturas, com fragilizagdo da
célula, ndo permitindo a multiplicagdo do micro-organismo.

Em estudos semelhantes, RADOVANOVIC et al. (2009) acharam resultados
semelhantes com a variedade Cabernet Sauvignon encontrando uma inibicdo de
Staphylococcus de 22mm enquanto que QABAHA (2013) conseguiram uma inibigéo
de 22.3mm utilizando 25mg de extrato de semente de uva por pogo. BAYDAR et al.
(2004) observaram um resultado semelhante, demonstrando inibicdo de 26-30 mm
contra S. aureus pelo método de difusdo em disco. SHRESTHA et al. (2012)
conseguiram uma inibicdo de 7-12.5 mm contra S. aureus utilizando extrato de
semente de uva.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos alcodlicos inibiram o crescimento de S. aureus. Necessita-se mais
pesquisa para buscar a purificacdo dos compostos e testes isolados de cada
substancia purificada.

Dado o potencial efeito inibitorio destes extratos, sugerem-se mais testes para
a incorporagao e uso destes extratos como agentes bioconservantes em alimentos
ou potencializadores de inibicdo microbiana em ambientes onde S. aureus possa
estar inserido.
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