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Atividade antimicrobiana de 6leo de semente de uva (Vitis vinifera, L.)

Antimicrobial activity of grape seed oil (Vitis vinifera, L.)

Valeska Rodrigues Roque’, Marjana Radiinz?, Pamela Alves?, Eliezer Avila Gandra*

RESUMO

Nas atividades de processamento da uva é gerado grande quantidade de residuo, como,
por exemplo a semente, a qual é constituida de compostos, como 6leos, que podem
apresentar caracteristicas antimicrobianas. Sendo assim, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de o6leo de semente de uva frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium. A atividade antimicrobiana foi avaliada através dos métodos de Disco
Difusdo, Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
Foram formados halos de inibigdo para S. aureus, L. monocytogenes e S. Typhimirium. A
concentragéo inibitéria minima do dleo foi de 0,33 mg mL-' para S. Typhimurium e 3,33
mg mL™ para L. monocytogenes, nao foi verificada inibigdo de crescimento para S. aureus
e E. coli. Nao foi observado concentracido bactericida minima para nenhuma das bactérias
testadas. Conclui-se que o 6leo de semente de uva possui potencial antimicrobiano
podendo ser utilizado em alimentos, entretanto novos estudos se tornam necessarios para
determinar adequacao das concentragoes.

Palavras-chave: Oleo de semente de uva. Atividade antimicrobiana. Bactérias
Patogénicas.

ABSTRACT

In the grape processing activities, a large amount of residue is generated, for example the
seed, which is composed of compounds that have antimicrobial characteristics. Therefore,
the main objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of grape seed oil
against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella
Typhimurium. The antimicrobial activity was done by the disc diffusion method,
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC). Inhibition halos formation was found for S. aureus, L.
monocytogenes and S. Typhimirium. The minimum inhibitory concentration of the oil was
0.33 mg mL™" for S. Typhimurium and 3.33 mg mL™" for L. monocytogenes, and it was not
possible to determine growth inhibition for S. aureus and E. coli. Minimum bactericidal
concentration was not observed for any of the bacteria tested. It is concluded that the
grape seed oil has microbial potential and can be used in food, however, new studies are
necessary to determine the adequacy of the concentrations.
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Introducgao
A uva é uma fruta de elevado valor nutricional, sendo consumida in-natura ou utilizada
para producdo de vinhos, espumantes, sucos, geleias e passas. Nas atividades de
processamento sdo geradas grandes quantidades de residuo, sendo que a cada 100 litros
de vinho tinto obtém-se 25 kg de residuo sendo destes 17 kg de bagaco. As sementes de
uvas também sao residuos e geralmente sao utilizadas como complemento de racéo
animal ou para a adubagao do solo. Uma alternativa de uso para o residuo da industria
vinicola € a extracdao de 6leo de semente de uva, o qual possui caracteristicas que o
tornam superior a outros 6leos comercializados. (CHINAZZO, 2010; FREITAS, 2007;
KAJIHARA et al., 2013; MELO, 2010; OLIVEIRA, 2010; ROCKENBACH et al., 2008).
O interesse crescente em explorar os subprodutos da vinificagdo também se da pelo fato
de que nas vinicolas as grandes quantidades de residuos gerados apresentam sérios
problemas de armazenagem, de transformacédo, ou de eliminagdo, em termos ecoldgicos
e econdbmicos. A recuperacao de compostos antioxidantes e antimicrobianos, por
exemplo, dos desperdicios continuos da industria de vinho também pode representar um
avancgo significativo na manutengao do equilibrio do meio ambiente (CHINAZZO, 2010;
MELO, 2010; OLIVEIRA, 2010; ROCKENBACH et al., 2008).
O consumo de Oleos vegetais vem aumentando no Brasil cada vez mais, e um dos
principais fatores que levam a isso é o valor nutricional desses 6leos. Oleos como de
girassol, oliva, linhaga e palma ja possuem um valor comercial significativo. O 6leo de uva
entra nesse segmento de mercado, e vem sendo bastante investigado em pesquisas
cientificas (CHINAZZO, 2010).
O bagaco é caracterizado como subproduto da vinificagdo, contendo principalmente
sementes e cascas. As sementes contém a maior parte do 6leo da uva, entre 14 e 17%,
de acordo com a variedade (OLIVEIRA, 2010; ROCKENBACH, 2010). O 6leo extraido da
semente da uva € um produto que pode ser utilizado como matéria-prima em uma grande
variedade de aplicagdes, na industria alimenticia, na de cosméticos, na farmacéutica e na
de tintas, por exemplo (FREITAS, 2007).



Dentre os compostos fendlicos presentes na semente da uva, os flavanois se encontram
em maior teor, e as estruturas de presenca dominante sdo os polimeros catequinas,
oligbmeros epicatequinas e os mondmeros proantocianidinas (CHINAZZO, 2010). Além
disto, o 6leo é constituido por alto teor de acidos graxos insaturados (linoleico e oleico),
apresenta também atividade antioxidante, tém acao antimicrobiana e uma série de
potenciais, devido a presenga de vitamina E e de compostos fendlicos (FREITAS, 2007;
OLIVEIRA, 2010).

O uso de produtos naturais para o tratamento de doengas € uma pratica muito antiga
devido aos compostos presentes nestes produtos possuirem baixa toxicidade mesmo em
doses altas. Se tem conhecimento de diversos de antibidticos, mas ao longo dos anos
microrganismos vem desenvolvendo resisténcia a diversos tipos de antimicrobianos,
diminuindo a eficacia dos mesmos, e alguns antimicrobianos quimicos sintéticos
presentam toxicidade. Ha um crescimento do numero de microrganismos resistentes aos
mais variados antibiéticos, incentivando a pesquisa de novas substancias antimicrobianas,
que atuam diretamente sobre os microrganismos, agindo sobre sua membrana celular,
suas enzimas ou seu DNA, promovendo a inibicdo do seu crescimento ou sua destruicido
(OLIVEIRA, 2010).

Em fungao destes beneficios e visando reaproveitamento, o objetivo do presente trabalho
€ avaliar a atividade antimicrobiana de 6leo de semente de uva frente a cepas

bacterianas.

Materiais e métodos
Aquisigdo da amostra
As amostras de 6leo de semente de uva foram adquiridas no comércio da cidade de
Pelotas oriundas da cidade de Panambi-RS.
Atividade antimicrobiana

A avaliagao do efeito antimicrobiano do 6leo de semente de uva foi realizada por meio de
trés metodologias: disco difusdo, concentragdo inibitéria minima e concentragcao

bactericida minima. O efeito foi avaliado frente a cepas padrao das espécies bacterianas



Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832).

Reativag&o dos microrganismos

As bactérias utilizadas eram mantidas sob congelamento em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporcao 3:1 (v:v). Para realizar a reativacao,
uma algada dessas bactérias foi transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) e
incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Ap6s uma algcada de cada espécie foi estriada
em placas de Petri com meios seletivos, sendo agar Entérico Hektoen (HEA) para S.
Typhimurium, agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli, agar Oxford para L.
monocytogenes e agar Baird-Paker para S. aureus, e incubadas por 24/48 h a 37 °C, para
o isolamento das colbnias.

A partir do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada e
ressuspendida em solucao salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na concentracao
0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™). Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas.

Disco difusao

A andlise de disco difusdo foi realizada de acordo com protocolo proposto pelo Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015a) com pequenas modificagdes.
Uma solucéao salina padronizada contendo indculo bacteriano foi semeada com auxilio de
um swab estéril na superficie de placas com agar Muller-Hinton. Em seguida foram
adicionados discos de papel filtro esterilizados com didmetro de 6 mm, em seguida 10 pL
de 6leo de semente de uva foram aplicados sobre os discos de papel e posteriormente as
placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Apds este periodo foi efetuada a medi¢cao dos

halos de inibicao e os resultados expressos em centimetros.

Concentracao Inibitéria Minima

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015b) com pequenas

modificagdes. Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pogos, onde foram



acrescentadas em cada pogo 100 L de caldo BHI, 100 pL de in6culo (80 L de caldo BHI
e 20 uL de agua salina com crescimento bacteriano) e 6leo essencial em cinco diferentes
concentragdes de 6leo puro (100 uL de dleo de semente de uva puro); 1:5 (20 uL de dleo
de semente de uva e 80 pL de dimetilsulfoxido (DMSOQO)); 1:10 (10 uL de 6leo de semente
de uva e 90 pL de DMSO); 1:100 (1 pL de 6leo de semente de uva e 99 yL de DMSO) e
1:1000 (0,1 pL de dleo de semente de uva e 99,9 uL de DMSO).

Logo apos as placas de microtitulagdo foram avaliadas em espectrofotometro (Biochrom
EZ Read 400) a 620 nm e incubadas por 24 h a 37 °C e em seguida realizada nova leitura
em espectrofotdmetro. A CIM foi considerada como a menor concentragdo em que nao

houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

Concentragao Bactericida Minima

A Concentragao Bactericida Minima (CBM) foi realizada de acordo com o método descrito
por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacées. Apds a realizagao da CIM, foram
retirados 15 pL dos pogos das amostras que tiveram inibigdo e estriados em placas de
Petri com agar BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por 24 h a 37 °C. Foi
considerada a minima concentragao bactericida as placas onde nao houve crescimento

bacteriano.

Resultados e discussao

A formacao de halos e seu tamanho indicam a suscetibilidade das bactérias frente ao
oleo, quando estes halos forem menores que 0,7 cm sao considerados nao-ativos frente a
bactéria, e quando apresentarem didmetro maior que 1,2 cm séo considerados de efeito
inibitorio satisfatério segundo Arora & Kaur (1999), em razao disto observa-se que o 6leo

de semente de uva foi ativo frente as bactérias avaliadas, com excecao da E. coli (Tabela

1).

Tabela 1. Halos de inibicdo obtidos pelo método de disco difuséo por aplicagdo de dleo de semente de uva
frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli



Bactérias Halo de inibicao (cm™)

Staphylococcus aureus 0,88+0,07

Escherichia coli 0,00£0,00

Listeria monocytogenes 0,85+0,09
Salmonella Thyphimurium 0,88+0,0,07

*Média das triplicatas

Os halos de inibicdo encontrados no presente estudo foram diferentes do estudo realizado
por Karaman et al. (2015), onde o 6leo de uva ndo apresentou halos de inibicao frente S.
aureus, L. monocytogenes, E. coli e S. Typhimurium. Quando avaliada a inibicao para L.
monocytogenes, o halo de inibicdo foi inferior ao encontrado por Baydar et al. (2003), os

quais apresentaram diametro de 3,35 cm.

Outro estudo avaliou a atividade antibacteriana dos extratos de sementes de trés
diferentes uvas e verificou-se a formagao de halos de inibicdo frente a quinze bactérias,
entre elas E. coli com halos entre 2,47 a 2,6 cm, S. aureus com 2,2 a 2,57 cm e S.
Typhimurium com halos de 2,37 a 2,7 cm (Baydar et al., 2005). Os autores consideraram
o composto fendlico acido galico, presente nas sementes das uvas, o componente ativo

contra as bactérias testadas.

Segundo Duarte et al. (2007) um 6leo deve possuir concentragao inibitoria minima de até
0,5 mg mL™" para ter uma forte atividade antimicrobiana; entre 0,6 a 1,5 mg mL" para
moderada e acima de 1,6 mg mL™" para fraca atividade, portanto o 6leo de semente de
uva do presente estudo apresentou forte atividade antimicrobiana para S. Typhimirium e
moderada para L. monocytogenes, entretanto ndo possuiu efeito frente a S. aureus e E.

coli, conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragéo inibitéria minima do 6leo de semente de uva frente as bactérias Salmonella



Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Concentragédo* (mg mL™")
Staphylococcus aureus ns**
Escherichia coli ns**
Listeria monocytogenes 3,33
Salmonella Thyphimurium 0,33

*Concentragéo diluida com dimetilsulfoxido
** auséncia de inibicdo nas concentragdes testadas

O estudo de Rotava et al. (2009) avaliou o extrato da semente de uva e encontrou
para E. coli valores de concentragdo inibitéria minima de 39,36 mg mL’' e para
concentragéo bactericida minima 103,9 mg mL". Para S. aureus, os valores foram de 20,6
e 45,2 mg mL", para concentragao inibitéria minima e concentragédo bactericida minima,
respectivamente.

Quando avaliada a concentracdo bactericida minima do 6leo de semente de uva
nas concentragdes 3,33 mg mL' e 0,33 mg mL", observou-se que ndo ocorreu morte

bacteriana de S. Typhimurium e L. monocytogenes.

Tabela 3. Concentragao bactericida minima do 6leo de semente de uva frente as bactérias Salmonella
Typhimurium e Listeria monocytogenes

Bactérias Concentragdes (mg mL™)
3,33* 0,33
Salmonella Typhimurium + +
Listeria monocytogenes + +

*Numero de diluigdes do 6leo essencial com dimetilsulféxido; + Crescimento do microrganismo

Conclusoes
O d6leo de semente de uva puro apresentou efeito inibitério frente as cepas de
Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes pela técnica
de disco difusdo. Promoveu ainda inibicdo de Salmonella Typhimurium e Listeria

monocytogenes nas concentragdes 0,33 mg mL" e 3,33 mg mL-1 respectivamente, ndo



apresentando efeito bactericida para nenhuma das cepas testadas. Com base nisto,
podese concluir que o 6leo de semente de uva pode ser utilizado para controle microbiano
de alimentos, entretanto novos estudos devem ser realizados para adequacado das

concentracgdes frente aos agentes antimicrobianos.
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