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RESUMO

A busca de compostos capazes de inibir o crescimento de bactérias clinicamente relevantes é
de grande valia devido a escassez alarmante de agentes capazes de controlar infeccoes
causadas por elas. Este trabalho teve como objetivo a busca de compostos com acdo
antibacteriana e antibiofilme a partir de bagaco de uva da cultivar Merlot. Os extratos foram
obtidos utilizando como solventes dgua destilada e uma mistura agua.etanol, O crescimento
bacteriano e formacdo de biofilme foram avaliados pelo monitoramento da absorbancia a 600
nm e pelo método do cristal violeta, respectivamente. Os extratos inibiram o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa, onde o primeiro apresentou 90% de inibicdo enquanto o segundo
52%. Além disso, o extrato obtido da extracdo com dgua destilada foi capaz de inibir em 38% o
biofilme desta bactéria. A utilizacdo de residuos na busca por compostos antimicrobianos
apresenta-se como uma alternativa interessante do ponto de vista tecnologico e ambiental.
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INTRODUCAO
O Brasil € um dos maiores produtores de residuos agroindustriais, sendo as industrias
viniferas responsaveis por grande parte do descarte destes rejeitos no meio ambiente (ALONSO
et al., 2002). O acumulo desses residuos na natureza gera danos ao equilibrio ambiental. Deste
modo, é importante buscar alternativas para aproveitamento desta matéria organica, que pode
apresentar alto valor agregado (NIGAM, 2009). O bagaco de uva pode representar uma fonte
promissora na busca de compostos capazes de inibir o crescimento e prevenir a formagao de
biofilme de bactérias de relevancia clinica tais como P. aeruginosa. Pseudomonas aeruginosa é
uma bactéria ubiqua e oportunista, sendo virulenta para diferentes hospedeiros incluindo
plantas, nematddeos, insetos e mamiferos (KASZAB et al., 2011). Em humanos é considerada
como um patégeno importante causando uma ampla gama de infecgdes. Os biofilmes sao
comunidades de micro-organismos encapsuladas em uma matriz composta predominantemente

de substancia extracelular polimérica (JAIN et al., 2007).
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Este trabalho teve como objetivo buscar compostos com acao antibiofilme e antibacteriana a
partir do bagago de uva da cultivar Merlot.

MATERIAL E METODOS
Material
As amostras de bagaco de uva Merlot foram obtidas do processo de vinificagao da safra de
fevereiro de 2015 cedidas pela Vinicola Peruzzo localizada na regidao de Bagé, Estado do Rio
Grande do Sul. Utilizou-se como solventes para extragdes agua destilada (extrato 1) e mistura
agua:etanol (1:1, v/v) (extrato 2).

Preparacao da amostra

As amostras de bagaco de uva foram secas em estufa com circulacdo de ar a 50°C até obter
umidade de 11%. Apds, foram trituradas em moinho (Multiuso) e armazenadas em ultrafreezer
a -80°C até o momento das analises.

Extracao dos compostos

As amostras trituradas (2 g) foram imersas em 20 mL de agua destilada (extrato 1) e mistura
agua:etanol (1:1, v/v) (extrato 2) e mantidas em ultrassom durante 5 min. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 6000 g por 10 min. Retirou-se 0 sobrenadante e o sedimento
resultante foi submetido as mesmas extracdes por mais duas vezes. Posteriormente, completou-
se o volume do extrato, com as respectivas solugdes extratoras, em baldo volumétrico até que
se obtivesse 50 mL de solugdo. A amostra com extrator agua foi congelada a -80°C e
posteriormente liofilizada. A solucdo com agua e etanol foi submetida ao rota-evaporador
durante 3 h (sendo 2 h sem adigao de temperatura e 1 h a temperatura de 45°C). Em seguida o
extrato foi congelado a -80°C e liofilizado. Os extratos secos foram congelados a -80°C até o
momento das analises. Para a realizagao dos testes, os extratos secos foram ressuspendidos em
agua destilada a uma concentragao de 10 mg/mL e filtrados em membrana de 0,22 pum.

Avaliagcao do crescimento bacteriano

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 (RAHME et al., 1995) foi cultivada em agar Luria-
Bertani (LB, peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L) a 37°C durante 24 h. Para
0s ensaios antimicrobianos e de formacgao de biofilme foi utilizada uma suspensao bacteriana em
NaCl 0,9% correspondendo a 1 na escala de McFarland (3x10® UFC/mL). O crescimento
bacteriano foi avaliado pelo monitoramento da absorbancia a 600 nm (tempo zero e tempo 24
h). O micro-organismo foi incubado a 37°C na presenga de caldo LB e extrato (amostra
tratada). Para o controle de crescimento (amostra nao tratada) substitui-se o extrato por agua
destilada estéril. Neste ensaio foram igualmente realizados dois controles: um controle de
esterilidade (contendo 3,5 mL de caldo LB) e um controle de cor do extrato (contendo 1,4 mL
de NaCl 0,9%, 1,4 de extrato e 0,7 mL de caldo LB).

Avaliacao da atividade antibiofilme

O avaliacao da atividade antibiofilme foi realizada segundo protocolo de Zimmer et al. (2013)
utilizando P. aeruginosa UCBPP-PA14 (RAHME et al., 1995) como modelo formador de biofilme e
tubos de vidro como superficie para a adesdo bacteriana. Para o ensaio foram utilizados 1,4 mL
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de suspensao bacteriana (1 na escala de McFarland), 1,4 mL de extrato e 0,7 de caldo LB
(amostra tratada). Na amostra ndo-tratada, o extrato foi substituido por agua destilada estéril.
Neste ensaio foram igualmente realizados dois controles: um controle de esterilidade (contendo
3,5 mL de caldo LB) e um controle de cor do extrato (contendo 1,4 mL de NaCl 0,9%, 1,4 de
extrato e 0,7 mL de caldo LB). Os tubos foram incubados por 24 h a 37°C. Em seguida, o
conteldo dos tubos foi retirado e estes foram lavados com NaCl 0,9% por 3 vezes para remogao
das células planctbnicas. Posteriormente o biofilme formado nos tubos foi fixado em estufa a
60°C por uma 1 h. A camada de biofilme aderente foi corada utilizando cristal violeta 0,4%
durante 15 min a temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido com &gua corrente
até que a agua fluisse incolor. O corante que permaneceu ligado ao biofilme nos tubos foi
solubilizado por etanol absoluto e a absorbancia foi mensurada a 570 nm.

Andlise estatistica

Foram realizadas duas replicatas bioldgicas independentes (n=3) sendo os resultados
apresentados como média + desvio padrao. Para avaliagdo dos grupos (amostras nao-tratada e
tratada) foi utilizado o teste T de Student. Um p=< 0,05 foi considerado como significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os extratos obtidos a partir do bagaco de uva da cultivar Merlot inibiram significativamente o
crescimento da bactéria P. aeruginosa. O extrato 1 inibiu em 90% o crescimento enquanto o
extrato 2 inibiu em 52% o crescimento desta bactéria (Figura 1). Interessantemente, o extrato 1
foi igualmente capaz de inibir em 38% o biofilme de P. aeruginosa (Figura 2).
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Figura 1 - Efeito dos extratos de bagaco Figura 2 — Efeito do extrato de bagaco
de uva com agua (extrato 1) e com de uva com agua (extrato 1) na formacao
agua:etanol(1:1,v/v) (extrato 2) no de biofilme da bacteria P. aeruginosa. Os
crescimento da bactéria A. aeruginosa. valores médio + desvio padrao das dupli-
Os valores médios + desvio padrao catas independentes sao mostrados. *:
das duplicatas independentes sao representa uma diferenca significativa em
mostrados.*: representa uma diferenca relacao a amostra nao tratada (teste T de
significativa em relacdo a amostra nao Student, p< 0,05).

tratada (teste T de Student, p< 0,05).
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O bagaco de uva tem sido comumente estudado por possuir potencial na obtencao de
compostos com alto valor agregado. Esta matéria-prima vem sendo apontada como uma
importante fonte de compostos com atividade bioldgica. Estudos ja demonstraram que o bagaco
de uva pode conter compostos como polifenois, acidos graxos, acidos cinamico e benzoico e
outros compostos que sdo de interesse para as industrias farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos. Compostos com atividade antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria ja foram
extraidos a partir deste residuo (TORRES E BOBET 2001; DE CAMPQS, 2005). Além disso,
Castro et al. (2006) mostraram o potencial de bagaco de uva como fonte de antocianidinas que
apresentaram atividade antioxidante indicando essa matéria-prima como uma importante fonte
de compostos bioativos.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram que os extratos obtidos do bagaco da uva Merlot
apresentaram importante atividade antibacteriana e antibiofilme. Os extratos serao submetidos
a purificagao a fim de avaliar a natureza quimica do(s) composto(s) que apresentaram atividade
bioldgica. A exploracao de residuos provenientes do processamento da uva mostra-se como
uma alternativa promissora na busca por agentes capazes de controlar infeccoes bacterianas.
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