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RESUMO

Vitis vinifera é considerada uma das plantas mais cultivadas em Portugal. Esta apresenta-
se como uma fonte vital de compostos com importante atividade bioldgica, obtidos a par-
tir do bagaco da uva, folhas e sementes. Trabalhos recentes demonstraram que 0s com-
ponentes da videira contém na sua composi¢do uma série de compostos que Ihes conferem
que lhes conferem atividades importantes ao nivel da satde. A Unido Europeia incentiva
a utilizagéo dos subprodutos agroalimentares, para obter compostos bioativos com apli-
cacdo naindustria farmacéutica e cosmética, para sobrevalorizacao deste material vegetal,
isto devido a presenca de polifendis que apresentam diferentes propriedades fisiologicas
associadas, tais como antioxidante, cardioprotetora, antitumoral, antinflamatéria e anti-
microbiana, o que despertou um interesse crescente da comunidade cientifica. As varias
bases de dados cientificos e mecanismos de busca, como PubMed, Elsevier, Google Scho-
lar, SCAP, ADIVD, NCCLS e MDPI, fornecem vérias informacdes de apoio a esta dis-
sertacdo sobre as propriedades antioxidantes e antimicrobianas de Vitis vinifera. Neste
projeto procedeu-se ao estudo da atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos aqu-
0s0s, etandlicos e hidroalcodlicos de engacos de videira de dois tipos de castas nacionais:
Casta de Viosinho e Casta de Roriz. Para este trabalho, recorremos as dois diferentes
métodos usualmente utilizados na pesquisa de novos agentes antimicrobianos provenien-
tes de extratos vegetais, tais como Método de Difusdo em Agar por Poco e Método de
Microdiluicdo (Norma CLSI - (M27-A2, 2002; M7-A6, 2003)). Nesta pesquisa, ainda,
foram avaliados os compostos fendlicos e flavonoides presentes nos extratos e, ainda,

atividade antioxidante dos extratos por espetrofotometria.

Palavras-chave: Antifngicos, Candida sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Antibacterianos, Viosinho, Roriz, Extratos vegetais
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ABSTRACT

Vitis vinifera is considered one of the most cultivated plants in Portugal. This presents
itself as a vital source of compounds with important biological activity, obtained from
grape pomace, leaves and seeds. Recent work has shown that the components of the vine
contain in their composition a series of compounds that give them important activities in
terms of health. The European Union encourages the use of agro-food by-products, to
obtain bioactive compounds with application in the pharmaceutical and cosmetic indus-
try, to overvalue this plant material, due to the presence of polyphenols that have different
associated physiological properties, such as antioxidant, cardioprotective, antitumor ,
anti-inflammatory and antimicrobial, which aroused a growing interest in the scientific
community. The various scientific databases and search engines, such as PubMed, Else-
vier, Google Scholar, SCAP, ADIVD, NCCLS and MDPI, provide a lot of information
to support this dissertation on the antioxidant and antimicrobial properties of Vitis vini-
fera. In this project, we proceeded to study the antioxidant and antimicrobial activity of
aqueous, ethanolic and hydroalcoholic extracts of vine stalks from two types of national
grape varieties: Casta de Viosinho and Casta de Roriz. For this work, we resorted to two
different methods usually used in the research of new antimicrobial agents from plant
extracts, such as the Agar Diffusion Method per Well and the Microdilution Method.
(CLSI standard - (M27-A2, 2002; M7-A6, 2003)). In this research, the phenolic com-
pounds and flavonoids present in the extracts were also evaluated, as well as the antioxi-

dant activity of the extracts by spectrophotometry.

Keywords: Antifungals, Candida sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Antibac-

terials, Viosinho, Roriz, Plant Extracts
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I. INTRODUCAO
1.1. Contexto tedrico

A vitivinicultura tem uma ligac&o historica a Portugal como atividade agricola de grande
importancia aos niveis social e economico. Segundo dados reportados pela Organizacao
Internacional da Vinha e do Vinho (O1V), no ano 2021, a producéo global total de vinho
foi estimada em cerca de 250 milhdes de hectolitros (OIV, 2022). Ainda segundo a OlV,
no decurso da vinificagdo, 30% da quantidade total de uvas correspondem a subprodutos
vitivinicolas que representam aproximadamente 20 milhdes de toneladas, dos quais 50%
correspondem a Unido Europeia, ou seja, 10 milhdes dos residuos sdo produzidos por
paises que integram a Unido Europeia. Assim, neste propdsito, hd uma necessidade de
valorizar subprodutos vitivinicolas e residuos resultantes da producdo de vinho como
forma de reforcar o conceito de sustentabilidade. Na verdade, as “Boas Praticas de Uti-
lizacdo Eficiente de Recursos e Valorizacdo de Residuos e Subprodutos Agroalimenta-
res”, bem como a descricdo dos seus potenciais como ingrediente e/ou aditivo para as
diferentes industrias, constitui um dos objetivos principais de uma economia sustentavel
(Kazakova et al., 2022; Niculescu et al., 2023).

Os residuos gerados no setor agroalimentar sdo variados e a maioria destes apresentam
teores elevados de compostos bioativos, tornando-0s matéria-prima de baixo custo e cuja
inclusdo em diferentes industrias (alimentar, farmacéutica, cosmética, quimica) se torna
uma alternativa apelativa, quer a nivel econémico, como na promocao da saude publica
(Leal et al., 2020; Simonetti et al., 2020). No que toca ao setor vinicola, os principais
fluxos de residuos com maior interesse sao o bagaco da uva e as borras do vinho. O ba-
gaco da uva € o residuo originado ap0s a prensagem de uvas para produzir mosto ou
vinho. E composto por caules, peles e sementes. Durante o processo de vinificagio, uma
grande quantidade de bagaco é gerada com valorizagdo valiosa devido a constituir uma
importante fonte de produtos de valor agregado como compostos fendlicos, principal-
mente flavonoides, &cidos fenolicos e estilbenos (Leal et al., 2020; Simonetti et al., 2020).

A uva de Vitis vinifera é um dos frutos que retém grandes quantidades de compostos
fendlicos. A reatividade destes compostos deve-se ao carater acido da fungéo fenolica e

ao carater nucledfilo do anel de benzeno. A concentragdo de compostos fenolicos na uva
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esta sujeita a varios fatores: temperatura, espécie e tamanho e maturacdo do bago. Com
formagc&o deste, aumenta a concentragio de compostos fendlicos (Barros et al., 2014). E
um dos alimentos mais agradavelmente comestiveis, tendo muitas propriedades nutricio-
nais e medicinais confirmadas para os consumidores (Sharma et al., 2021). A uva € uma
Otima fonte de agua (82%), carboidratos (12—18%), proteinas (0,5- 0,6%) e gordura (0,3—
0,4%). Além disso, a uva contém quantidades notaveis de potéssio (0,1-0,2%), vitamina
C (0,01-0,02%), vitamina A (0,001- 0,0015%) e também possui uma pequena quantidade
de calcio (0,01-0,02%) e fésforo (0,08-0,01%) (Sharma et al., 2021).

Sendo o principal constituinte de Vitis vinifera o resveratrol, um polifenol, que permite
proporcionar estes efeitos positivos na saude, tem sido alvo de investigacdo pela sua ca-
pacidade de inibicdo do crescimento de bactérias e fungos e também pela sua capacidade
sinérgica com antibidticos convencionais (Averilla et al., 2019). O resveratrol é sinteti-
zado pela videira como um mecanismo de defesa em resposta ao ataque microbiano, to-
xinas, infecdes ou radiacdo UV. Exerce também a capacidade de alterar a expressao de
fatores de viruléncia dos microrganismos, reduzindo a motilidade dos microrganismos e

ainda a sua capacidade de formacéo de biofilmes (Vestergaard et al., 2019).

Os produtos extraidos a partir de diversas partes da videira, nomeadamente engaco, fo-
Ihas, pele, grainhas e bagaco, vém sendo alvo de estudos que demonstram a importancia
da sua utilizacdo e efeitos benéficos para a saude, principalmente na prevencdo de doen-
cas cardiovasculares, cancro, diabetes, desordens intestinais, doencas inflamatorias e he-
morragias (Moldovan et al., 2020). Estes compostos derivados da videira possuem poli-
fendis na sua constituicdo o que permite retardar ou promover a inibicdo da oxidacao de
substratos (Dani et al., 2010). Os polifendis tem vaérias atividades fisiologicas dependen-
tes dos seus compostos bioativos, como por exemplo antioxidante e antimicrobiana
(Galiniak et al., 2019). Posto isto, 0 engaco apresenta elevada concentragdo de polifenois
e minerais, a folha compostos fenolicos e elevada atividade antioxidante, as grainhas um
6leo rico em acidos gordos e derivados da familia da Vitamina E, e o extrato da pelicula
e grainha contem compostos antioxidantes com potencial para conservagéo de alimentos
(Soares et al., 2020).
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O engaco, que constitui um residuo lenho celulosico, corresponde a quase 25% do total
de subprodutos e é o primeiro subproduto resultante do processo de vinificagdo (Figura
1). Este é uma estrutura ligada ao pedunculo que se divide em ramificagdes mais finas
onde podemos encontrar 0s bagos das uvas, cuja fungdo é levar agua e sais minerais aos
bagos (Moldovan et al., 2020). Este produto de vinificacdo é o menos valorizado de todos
0s subprodutos gerados e o mais rico em fontes de compostos fendlicos (Leala et al.,
2020).

Figura 1. Engago da Vitis vinifera

Portugal é um dos paises com maior numero de castas nacionais, cerca de 250, estando
esta diversidade centrada maioritariamente no norte do pais (Lima et al., 2017). Duas
dessas foram estudadas neste trabalho experimental, concretamente, as Castas de Roriz e

Viosinho.

A Casta Viosinho, é uma casta de vinhas brancas velhas do Douro, bastante bem estrutu-
rada a nivel de acidez e agucar proporcionando um aroma floral, dado pela concentragdo
elevada de alcool fenetilico, potenciando o processo fermentativo e, consequentemente,
0 seu elevado teor alcodlico. E também uma casta de maturagio precoce e com sensibili-
dade ao oidio e podriddo. Possui, ainda, baixa concentracdo de terpenos livres e elevada
concentracdo de dietil succinato (aroma de fermentacéao) (Vilela et al., 2016). Esta com-
provado que 0 engaco desta casta apresenta atividade antioxidante elevada e bioatividade
contra bactérias Gram-positivo, sendo estas propriedades associadas com a sua composi-
¢do quimica, nomeadamente, compostos como proantocianidinas monomeéricas, catequi-
nas e flavonoides e ainda derivados de acidos hidroxicinamicos e antocianinas (Schwartz
et al., 2020).
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A Casta Roriz, também denominada de Casta Aragonez, € originaria do norte de Espanha
e cultivada em Portugal no Douro e no Alentejo. O seu vinho corrente e de qualidade,
tem elevado teor alcodlico, baixa acidez e € indicado para envelhecer, sendo muito resis-
tente a oxidacdo (Soares et al., 2020). Estas caracteristicas permitem estabilizar a cor e
reduzir defeitos existentes no vinho contribuindo assim para a complexidade aromatica e
estrutural. E também uma casta que revela alguma sensibilidade ao mildio, oidio e esco-
riose (Soares et al., 2020). Esta casta, sendo uma casta de vinho tinto, tem maior concen-
tracdo de resveratrol do que castas de vinhos brancos, como é o caso da Casta de Viosinho
(Vestergaard et al., 2019).

A preparacdo de ingredientes alimentares e alguns produtos farmacéuticos é cada vez
mais realizada a partir da extragéo de compostos bioativos de produtos naturais. Acredita-
se que a presenca dos polifenodis nos diferentes subprodutos da videira (Vitis vinifera)
podem ser uma importante fonte de varios compostos bioativos que sejam importantes de
levar a investigacdo ao nivel da satde. Sendo que, 0s principais compostos fitoquimicos
sdo estilbenoides, compostos fenolicos, &cidos arométicos (acido hidroxicindmico e hi-
droxibenzdico), flavonoides e proantocianidinas (Prusova et al., 2020).A preparacdo dos
extratos varia significativamente com as condi¢des de extracdo utilizadas, ou seja, com a
escolha do solvente incluindo avaliagcdo da polaridade, temperatura e tempo de extragdo
(Costa et al., 2018). A eficacia deste processo depende, também, do tipo de matriz e das
propriedades quimicas dos fenolicos, incluindo estrutura molecular, polaridade, concen-
tracdo e nimero de anéis aromaticos, tudo isto afeta as proporc¢des de acidos fendlicos,
flavondides, antocianinas e proantociandinas a serem extraidos. Por este motivo, torna-se
dificil de escolher um Gnico método de extracdo, separacao e purificagdo de compostos

fenolicos (Simonetti et al., 2020).

Os compostos fendlicos sdo uma das familias quimicas mais relevantes encontradas nas
plantas. No entanto, o contetido de compostos bioativos € muito variavel, podendo ocorrer
oscilagdes qualitativas e quantitativas entre diferentes espécies botanicas e/ou na mesma
espécie vegetal. Esta diferenca ocorre maioritariamente devido a muitos fatores intrinse-
cos e extrinsecos, incluindo a variacdo de retencdo dos compostos bioativos nos diferentes
orgédos vegetais da mesma planta, no estagio fenoldgico da planta, fatores ambientais

abioticos e bioticos, bem como o local de cultivo, exposicéo a radiacéo solar, temperatura,
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stresse hidrico, salinidade do solo e predadores (Cirak et al., 2019). Outros estudos refe-
rem que os teores de compostos bioativos na planta, independentemente do érgao vegetal,
sdo influenciados pelo “background” genético das culturas (Kaushik et al., 2017;
Nyadanu et al., 2020) As préticas agricolas e a forma de colheita também podem afetar a
composicao fendlica da variedade vegetal (Rouxinol et al., 2023). Por exemplo, Costa et
al. (2014) estudaram a influéncia das condi¢6es atmosféricas na qualidade da baga de uva
em trés diferentes regides de Portugal (Alentejo, Douro e D&o) e observaram que altas
temperaturas tendem a diminuir o peso da baga, a acidez titulavel da mesma (substancia
alcalina), aumentando o conteudo fendlico e a sua acidez. Estes autores também mencio-
naram que a variacdo do perfil quimico da planta em si é influenciada pela precipitacéo,
latitude e altitude (Costa et al., 2014b).

Os beneficios da uva e do vinho para a satde publica incluem a ingestdo de vinho tinto e
a sua uva tendo as suas vantagens sido associadas essencialmente & sua atividade antio-
xidante. O resveratrol, pode ser incluido em suplementos alimentares e também na cos-
mética como reafirmante e nutritivo para a pele, cabelo e unhas. Dani e colaboradores
com o objetivo de provar que o0 consumo destas substancias antioxidantes, nomeadamente
os compostos fendlicos, auxiliam no combate dos radicais livres e previnem doencas de-
generativas eles testaram a sua atividade como efeito neuroprotetor (Dani et al., 2010).
Como exemplo da utilizacdo dos produtos da videira como promotores de satde, Maia e
seus colaboradores relataram a utilizacdo das folhas de videira frescas e salgadas como
alimento ou como suplemento alimentar juntamente com vitaminas sintéticas (E e C) e
minerais (selénio) em varios paises do médio oriente e sudeste da Europa, como € o caso
da Turquia, Grécia e Bulgaria (Maia et al., 2021). Nestes paises coziam as folhas frescas
enroladas com um recheio interior feito de arroz e carne picada tornando-se uma possibi-
lidade de consumir estes compostos bioativos na sua alimentacdo. Descrevem ainda que
as pessoas usam também o suco das folhas fervidas a uma temperatura de 120°C a 60
minutos (que é o tempo que consideram adequado para ndo haver perda das suas propri-
edades) como antissético para colirios (Maia et al., 2021). Nos ultimos anos, tem se veri-
ficado o reaproveitamento destes compostos numa tendéncia de praticar uma alimentacéo
mais saudavel e rica em antioxidantes e antimicrobianos na possibilidade de promocao

de uma boa satde e bem-estar (Dani et al., 2010; Maia et al., 2021).
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Os microrganismos, nomeadamente os fungos e as bactérias, ttm um impacto profundo
na salde humana, levando, anualmente, a milhdes de infecbes e mortes em todo o mundo.
Variados estudos tém vindo a ser desenvolvidos no ambito da descoberta de novos agen-
tes antimicrobianos provenientes de extratos vegetais ou a juncao destes com antimicro-
bianos convencionais, com o objetivo de desenvolver compostos com atividade compa-
rada aos tradicionalmente utlizados e também desenvolver uma técnica de juncéo destes,
isto para reduzir a toxicidade e impacto ambiental e, ainda, aumentar a sua eficacia contra
microrganismos resistentes (Moldovan et al., 2020; Schwartz et al., 2020; Simonetti et
al., 2020; Sharma et al., 2021).

Para a pesquisa que tem por base a sugestéo de novos antimicrobianos séo consideradas,
principalmente, duas abordagens: (i) a busca por novas moléculas com atividade antifan-
gica e antibacteriana correlacionada com interferéncia num alvo especifico da bactéria ou
fungo em estudo, impedindo o seu crescimento (efeito bacteriostatico e fungistatico, res-
petivamente) ou provocando a sua morte (efeito bactericida e fungicida, respetivamente);
(ii) a procura por moléculas que possam melhorar a atividade de um agente antibacteriano
ou antifungico convencional, usualmente utilizado na terapéutica humana (Cerqueira et
al., 2021). Mais recentemente sdo cada vez mais 0s grupos de investigacdo a utilizar a
metodologia de “drug repurposing” para identificagdo de moléculas com atividade anti-
microbiana (Jampilek, 2022). O termo “drug repurposing”, em portugués reaproveita-
mento de medicamentos, envolve a investigacdo de medicamentos existentes com o obje-
tivo de apresentacdo de novos fins terapéuticos para 0s mesmos que ja apresentam infor-
mac0es detalhadas disponiveis, como a sua farmacocinética, farmacodindmica e toxici-
dade potencial, na perspetiva de aproveitar farmacos ndo antimicrobianos como farmacos
antimicrobianos, com a intuicdo de combater multirresisténcias e levando ao desenvolvi-
mento de opcOes terapéuticas inovadoras dos farmacos ja existentes (Jampilek, 2022). A
utilizacdo da metodologia de reaproveitamento de medicamentos para aplicacdo como
farmacos antimicrobianos foi ja aplicada aos neurolépticos fenotiazinicos (antipsicoticos)
(Amaral et al., 1996) e anestésicos locais (Pospisilova et al., 2020). Com esta estratégia
de reaproveitamento de medicamentos é importante que atividade antimicrobiana seja
alcancada numa concentracdo menor do que o efeito toxico ou do efeito do farmaco para
a indicagéo terapéutica original (Jampilek, 2022).
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Esta dissertacdo foi baseada na abordagem (i) acima referida, ou seja, descoberta de novas
moléculas ou extratos com atividade antimicrobiana. So foi possivel realizar esta aborda-

gem por falta de tempo e de quantidade de amostra para estudo.

Para este trabalho os microorganismos alvo de estudo foram Candida albicans, Candida
krusei, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Foram escolhidos estes microrganis-
mos pela sua prevaléncia em termos de doenga em humanos e o perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos devido a diferentes mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
microrganismos citados. Foi, por isso, efetuado o estudo de novas substancias naturais
antimicrobianas no ambito do combate as resisténcias aos antimicrobianos convencionais
e promocao da sustentabilidade dos subprodutos da vinha que possuem, como ja referido,

bastante interesse a nivel da saude.

Candida albicans é uma levedura e a principal responsavel pela maioria das infecdes
fangicas, nomeadamente infe¢bes graves como um patogéneo oportunista, associadas a
elevadas taxas de mortalidade. Os fatores predisponentes descritos sdo a idade (sendo os
idosos e os recém-nascidos mais frequentemente infetados), gravidez, uso frequente de
antimicrobianos, terapia com corticoides, tratamento anticancerigeno, doencas do apare-
Iho digestivo, deficiéncias nutricionais como ferro e acido félico, diabetes, hipotiroidismo
e infecdo pelo Virus de Imunodeficiéncia Humana (VIH) (Talapko et al., 2021). Exem-
plos de infecdes oportunistas por Candida albicans incluem infecdo pulmonar em indivi-
duos infetados pelo VIH, infe¢bes cutaneas superficiais e profundas atingindo a corrente
sanguinea, infecdes flngicas associadas a doenca inflamatoria intestinal, candidiase oral
provocada pela utilizacdo de proteses dentarias e aparelhos ortoddnticos (Kaur et al.,
2017; Fesharaki et al., 2018; Talapko et al., 2021). A candidiase oportunista é ainda muito
comum a nivel hospitalar e internamento associada a utilizacdo de cateteres e algélias
(Fesharaki et al., 2018). De entre o0s seus fatores de viruléncia destacam-se: variabilidade
genética, producdo de enzimas e biofilmes, dimorfismo e capacidade de adeséo, todos
eles contribuindo para a sua patogenicidade (Lopes et al., 2022). O mecanismo de agéo
centra-se: (i) na inibicdo das enzimas oxidativas associadas ao Citocromo P450, bloque-
ando a converséo de lanosterol em ergosterol, levando este processo a uma alteracdo na

permeabilidade da membrana das células fungicas; (ii) producdo de uma acumulacdo de
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perdxido de hidrogenio, que leva a danificacdo da estrutura organolética das células fun-
gicas (Shafieia et al., 2020). Os mecanismos de resisténcia incluem: mutacGes no gene
ERG11, que resulta exacerbacdo da expressdo deste; mutacGes levando a expressdo de
funcdo no gene UPC2, regulador da via de biossintese de ergosterol, que por sua vez esta
mutacdo leva ao aumento da expressdo de ERG11; mutacdes nos genes ERG3 ou ERGS6,
que provocam acumulacao de esterdis toxicos; expressao de bombas de efluxo; alteracdes
enzimaéticas envolvidas na via de sintese de esfingolipidios (Lopes et al., 2022). Estes
mecanismos conferem a C. albicans resisténcia principalmente aos antifingicos do grupo
dos azois, sendo estes um grupo de antifungicos muito utilizados para tratar infecdes pro-

vocadas por este microrganismo.

Candida krusei, € um saprofita facultativo e uma levedura intrinsecamente resistente ao
fluconazol por mutacGes no gene ERG11, o que diminui as opgdes terapéuticas para o
tratamento de infecdes por ela provocadas. Estas tornam-se patogénicas em pacientes com
o sistema imunoldgico comprometido podendo causar doengas em praticamente todos 0s
Orgdos e tecidos resultando, podendo assim apresentar-se como uma infecéo superficial,
invasiva ou sistémica, podendo mesmo ser fatal em individuos imunocomprometidos
(Gomez-Gaviria et al., 2020; Jamiu et al., 2020). Os fatores de risco para infecdo por esta
espécie sdo implantes artificiais, presenca de condi¢des oncoldgicas, uso excessivo e des-
controlado de agentes antimicrobianos (como pré exposicao a fluconazol, vancomicina e
tazobactam). Como fatores de viruléncia exibe transicdo dimorfica devido & natureza in-
vasiva das pseudohifas a temperaturas mais baixas e ha formacéo de biofilmes monoes-
pécies, bem como polimicrobianos com outros fungos e bactérias (Gomez-Gaviria et al.,
2020). Estes mesmaos fatores de viruléncia vao Ihe permitir para além de invadir o hospe-
deiro imunocomprometido, criar resisténcias também ao grupo dos azoéis (Jamiu et al.,
2020).

Escherichia coli é um bacilo de Gram-negativo e anaerdbio facultativo e que faz parte da
microbiota de humanos e outros mamiferos. Causa uma variedade de infe¢cdes humanas,
incluindo doencas gastrointestinais e infecdes extraintestinais (Riley, 2020). E resistente
a quase todos os agentes antimicrobianos clinicamente relevantes, por ter grande capaci-
dade de acumular genes de resisténcia por meio de transferéncia horizontal de genes

(Poirel et al., 2018). Esta bactéria atua como dadora e recetora de genes de resisténcia, ou
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seja, tanto pode adquirir de outras bactérias como transmitir 0s seus genes a outras bac-
térias através de plasmideos, captacdo de DNA exdgeno, bacteridéfagos e por pili e fim-
brias (Poirel et al., 2018). Os seus principais mecanismos de resisténcias incluem: a aqui-
si¢do de genes que codificam para [3-lactamases de amplo espetro e carbapenemases; ge-
nes 16S rRNA metilases conferindo resisténcias a aminoglicosideos; genes de resisténcia

a quinolonas mediadas por plasmideos (fluoroquinolonas) (Poirel et al., 2018).

Staphylococcus aureus € um coco de Gram-positivo e uma das causas mundiais mais
frequentes de mortalidade devido a ampla variedade de doengas, variando de infecdes de
pele, a pneumonia fatal e a sepsis (Cheung et al., 2021). Colonizam a pele ou mucosas
causando doencas principalmente em pessoas com condi¢fes médicas subjacentes ou que
passaram por procedimentos médicos, como por exemplo intubacdo ou utilizagdo de ca-
teteres. E encontrada na microbiota comensal da mucosa nasal, em cerca 20 a 40% da
populacdo geral (Lee et al., 2018). As infeces causadas por esta bactéria sdo particular-
mente probleméticas devido a resisténcia a varios antibiéticos (Cheung et al., 2021). As
infecGes mais problematicas sdo provocadas por Staphylococcus aureus resistente a me-
ticilina (MRSA) que sdo acompanhadas de mortalidade e intervencdo hospitalar na sua
maioria, € muito endémico na maioria dos estabelecimentos de salde (Lee et al., 2018).
S. aureus resistente a meticilina foi descrito pela primeira vez na Inglaterra em 1961, logo
apos a introducdo da meticilina na pratica clinica (Lee et al., 2018). MRSA resulta da
captacdo por transferéncia horizontal de genes do cromossoma mec da cassete Staphylo-
coccus (SCCmec), que codifica os genes mecA ou mecC que por sua vez codificam pro-
teinas que tornam a bactéria resistente a todos os -lactamicos (incluindo meticilina), com

excecdo da ceftarolina que tem capacidade de combater esta resisténcia (Lee et al., 2018).

Neste trabalho foi desenvolvido o estudo da atividade antimicrobiana dos extratos aquo-
sos, etanolicos e hidroalcoolicos de duas Castas nacionais: Casta de Viosinho e Casta de
Roriz, contra duas espécies de leveduras, Candida albicans e Candida krusei e duas es-
pécies de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para este estudo foi feita
avaliacdo da atividade antifungica pelo método de difusdo em agar por pogo e também
avaliacdo da atividade antifungica e antibacteriana pelo método de microdiluicdo em

caldo.
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1.2. Motivagéao

Para a elaboracdo deste trabalho, iniciou-se uma pesquisa bibliogréafica atual, incluindo-
se 0s subprodutos vitivinicolas como principais elementos-chave para a pesquisa. Verifi-
cou-se que a utilizacdo de recursos subaproveitados deste setor tem merecido muito inte-
resse pela comunidade cientifica e pelas inddstrias alimentar, farmacéutica e cosmética.
Atendendo a este mercado emergente, uma das motivacoes prende-se com a sustentabili-
dade, a qual integra uma abordagem transversal e global, onde se avalia o impacto de trés
fatores essenciais, capazes de, em conjunto, contribuirem para os objetivos de continui-

dade e equilibrio no uso e gestdo dos recursos subvalorizados ou desperdicados.

O presente trabalho visa realizar um estudo preparat6rio no sentido de valorizar os resi-

duos vitivinicolas de duas castas nacionais.

1.3. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi, fundamentalmente, potenciar o processo de extracdo dos
compostos bioativos presentes nos engacos provenientes das castas de Viosinho e Roriz.
Foram quantificados os teores de compostos bioativos (fendlicos e flavondides) bem
como a atividade antioxidante dos diferentes extratos. Por ultimo testar a capacidade an-
timicrobiana dos extratos em duas leveduras, Candida albicans e Candida krusei, e duas
bactérias, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, no sentido de superar efeitos colate-

rais dos antibiéticos convencionais.
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II. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostras dos Engacos

Os Engacos das Castas Viosinho e Roriz foram recolhidos em outubro de 2021, nos laga-
res da Sociedade Agricola Trigo de Negreiros L%., localizada em Braganca, Portugal.
Apobs a colheita de uma amostra significativa (~10Kg), os mesmos foram secos a tempe-
ratura ambiente, isentos de humidade e protegidos de luz, durante uma semana. Apds
secagem, efetuou-se a medicao do teor de humidade na balanca eletronica de humidades,
de forma a garantir humidade inferior a 10%, considerando uma planta seca isenta de
humidade. Confirmada a desidratacdo (<10% humidade) foi efetuada a trituracdo total
dos engacos recorrendo a um moinho (GM Grindomix, Retsh Alemanha) durante 120
segundos a 5000rpm para obtencdo de um pé fino, o qual foi armazenado em frascos de

vidro hermeticamente fechados e resguardados da luz.

2.2. Reagentes e Padroes

Os reagentes utilizados na obtencao dos extratos foram: etanol absoluto adquirido na Fis-
her Chemical. (Loughborough, Inglaterra) e &gua desionizada. Na avaliacédo dos fendlicos
totais foram utilizados: carbonato de sodio (Na2CO3) e acido galhico (C7HsOs) adquiridos
na Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA); e, o reagente de Folin-Ciocalteu adquirido da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Na avaliacdo dos flavonoides totais foram utilizados: ca-
tequina (C1sH1406) € nitrito de sodio (NaNO2) adquiridos na Sigma Chemical Co. (St.
Louis, EUA); cloreto de aluminio (AICIs) adquirido na Panreac (Barcelona, Espanha);
hidroxido de sodio (NaOH) adquirido da VWR International (Leuven, Bélgica). Na ava-
liacdo da atividade antioxidante foram utilizados: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), so-
lucdo tripiridiltriazina (TPTZ), acetato de sodio (C2Hs:NaOz), acido acético glacial
(CHsCOOH), cloreto férrico (FeClz) e sulfato ferroso (FeSOa4) adquiridos na Sigma Che-
mical Co. (St. Louis, EUA). Na sua integridade os reagentes utilizados neste trabalho

apresentam grau analitico.

O reagente utilizado na determinacédo da atividade antifungica em agar por pogo foi: pla-

cas de Sabouraud dextrose agar (SDA) adquiridas na Biomerieux (Marcy-I’Etoile,
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Franca). Na determinacdo da atividade antifingica por microdiluicdo foi utilizado: meio
Sabouraud dextrose broth (SDB) adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Na de-
terminacdo da atividade antibacteriana por microdiluicdo foi utilizado: meio Mueller-
Hinton 1l (MH I1) adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Na preparacdo da sus-
pensdo de leveduras e bactérias foi utilizado soro fisiologico, preparado com cloreto de
sodio (NaCl) adquirido na Merck KGaA (Darmstadt, Germany).

2.3. Preparacéo dos Extratos dos Engacos

Foram adicionados 6,5 mg de amostra de engaco de cada casta pulverizada com 100 mL
de solvente. No sentido de otimizar o poder extrator do solvente, foram realizados 3 ex-
tratos utilizando diferentes solventes obtendo-se o seguinte perfil: 200% aquoso; 100%
etanolico e 50/50 (v/v) hidroalcodlico. As extracdes solido/liquido foram efetuadas du-
rante 1h, a 45°C, numa placa de aquecimento sob agita¢do constante (600rpm). Posteri-
ormente foi efetuada a filtracdo de todos os extratos recorrendo a papel de filtro Whatman
n°1, recolhendo 10 mL de cada extrato para armazenamento a -20°C.

Os diferentes extratos foram usados para avaliacdo dos compostos fendélicos totais, flavo-
noides totais e atividade antioxidante através de dois métodos colorimétricos: Capacidade
antioxidante por captacdo de radicais — Composto orgénico 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e de Transferéncia de eletrdes - Ensaio de poder antioxidante de reducéo ferrica
(FRAP).

2.4. Determinagédo dos Compostos Fenolicos Totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi fundamentada na metodologia espe-
trofotométrica descrita por Costa et al. (2018), recorrendo-se ao reagente de Folin-Cio-
calteu. Foram adicionados a cada 30pL de cada extrato, 150uL de reagente Folin-Ciocal-
teu, previamente diluido (1:10 v/v), e 120uL de Na,COs a 7.5%. Ap6s homogeneizacao
da mistura, a solucdo obtida foi incubada a 45°C diretamente no leitor de microplacas

12
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Synergy HT (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, EUA — Espetrofotometro de mi-
croplacas com 96 pogos), ao abrigo da luz durante 15 minutos, procedendo-se a leitura
das absorvéancias a 765nm. Para esta determinacéo foi usado como padréo o &cido galhico.
A curva de calibracdo foi obtida através da correlacdo entre absorvéncia das amostras e a
concentragéo do padréo (y = 0,0082x + 0,0049; r? = 0,9991). Os resultados obtidos foram
expressos em miligramas de equivalentes em &cido galhico por 100 gramas de extrato
seco (mg EAG/ 100g de extrato seco) (Costa et al., 2018). Todas as determinacGes anali-

ticas foram realizadas em triplicado.

2.5. Determinagéo dos Flavonoides Totais

Para esta determinacdo foi utlizado um ensaio colorimétrico baseado na formacéo de
complexos flavonoide-aluminio a 510nm. A cada 30uL de cada extrato foram adiciona-
dos 75uL de agua destilada e 45uL de NaNO: a 1%. Apos 5 minutos de reagéo, adicio-
naram-se 45uL de uma solucéo de AICIs a 5%. No final, foram adicionados 60pL de
NaOH (1M) e 45uL de 4gua destilada (Costa et al., 2018). A leitura das absorvéncias foi
efetuada num leitor de microplacas, utilizando-se como padrdo a catequina. A curva de
calibracéo foi obtida através da correlacdo entre absorvéncia das amostras e as diferentes
concentragdes de catequina (y= 0,0024x + 0,0059; r?> = 0,9994). Os resultados foram ex-
pressos em miligramas de equivalentes de catequina por 100 gramas de extrato seco (mg
EC/ 100g de extrato seco). Todas as determinagdes analiticas foram realizadas em tripli-

cado.

2.6. Determinagéo da Atividade Antioxidante
2.6.1. Método DPPH

O método DPPH foi desenvolvido por Blois em 1958. Este método consiste que apds a
reacdo do radical da molécula com a substancia antioxidante, passando de cor violeta

escuro para amarelo ou violeta claro. Em sequéncia, a mistura apresenta diminuicao da
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absorvancia que esta pode ser medida por um espetrofotometro UV/visivel para determi-
nacdo da capacidade antioxidante da substancia em estudo. Neste método, normalmente
para realizacdo da curva de calibracdo e como padrdo é utilizado o Trolox, que é uma
substancia derivada da vitamina E, solivel em agua e etanol, sendo uma substancia capaz
de reagir com a molécula de DPPH devido ao seu potencial antioxidante (Silveira et al.,
2018).

Os diferentes extratos em estudo foram analisados segundo o método descrito por Costa
etal. (2014), com ligeiras alteracGes. Para o desenvolvimento da técnica, foram utilizados
30uL de padréo Trolox/branco/extrato diluido (1:10) misturados com 270uL da solucéo
de DPPH. A diminui¢do do DPPH foi medida num leitor de microplacas (BioTek Instru-
ments, Inc., Winooski, VT, EUA), em intervalos de tempo iguais (10 minutos) monitori-
zado a diminuicéo da absorcao 515nm, de forma a obter uma cinética de reacdo. O ponto
final da reacdo foi atingido em 20 minutos. A curva de calibracdo foi preparada com
Trolox (y = 0,0067x +0,5496; r>= 0,9972) e a atividade de eliminacio do radical DPPH"
foi expressa em pumol de equivalentes Trolox (TE)/ 100g de amostra seca (Costa et al.,

2014a). Todas as determinacdes analiticas foram realizadas em triplicado.

2.6.2. Método FRAP

O método FRAP permite observar e quantificar a mobilidade das proteinas dentro de uma
célula viva, medindo assim a capacidade antioxidante de uma molécula. Este método foi
desenvolvido por Axelrod em 1970. O que ocorre neste método é que o complexo férrico-
tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fell-TPZ), na presenca de
um antioxidante e em condigdes acidas. O complexo formado por esta rea¢do apresenta

uma coloragéo azul intensa, com absor¢do maxima a 593nm (Sucupiraa et al., 2012).

O método FRAP dos diferentes extratos em estudo foi realizado segundo o método des-
crito por Costa et al. (2014), com ligeiras alteragcdes. Para o desenvolvimento da técnica,
foram utilizados 35uL de padrdo de sulfato ferroso (5 - 600uM) /branco/extratos diluidos
(1:10) foram misturados com 265uL do reagente FRAP (tampdo acetato 0,3M, solucéo
TPTZ 10mM e cloreto férrico 20mM). A mistura foi mantida por 30 minutos a 37°C ao
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abrigo da luz e, em seguida, as absorvancias foram efetuadas a 595nm usando um leitor
de microplacas (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). A curva de calibracdo
foi preparada com sulfato ferroso (y = 0,002x + 0,0022; r>= 0,9998) e o poder antioxidante
foi expresso equivalentes de umol de sulfato ferroso equivalentes (FSE)/ 100g de amostra
seca (Costa et al., 2014a). Todas as determinacGes analiticas foram realizadas em tripli-

cado.

2.7. Microrganismos

Foram selecionadas para estudo as leveduras Candida albicans ATCC10231 e Candida
krusei ATCC6258. No que se refere as bactérias selecionou-se Staphylococcus aureus
ATCC29213 como representante de bactérias Gram-positivo e Escherichia coli
ATCC25922 como representante de bactérias Gram-negativo, como ja referido anterior-

mente.

As metodologias utilizadas no estudo da atividade antimicrobiana, seguiram as determi-
nagOes (CLSI, 2009) e procedimentos descritos em artigos com foco em extratos vegetais
(Bona et al., 2014; VVa'zquez-Armenta et al., 2017; Radojevic et al., 2022), com as adap-

tacBes necessarias.

2.8. Avaliacdo da Atividade Antifungica pelo Método de Difusdo em Agar por Pogo

O Método de Difusdo em Agar por poco foi realizado em Placas de SDA (Sabouraud
dextrose agar) com extratos das respetivas castas em estudo, impregnados em cavidades
feitas nas placas para ser obtida informacéo da inibigdo que provocam perante as levedu-
ras aqui abordadas. E uma técnica de perfuracio do agar e que é influenciada pela velo-
cidade de crescimento do microorganismos. Fundamenta-se na difusdo do extrato a ser

estudado com posterior medida e visualizac¢do dos halos de inibigé&o.

Para esta técnica foram testados os extratos etanodlicos, hidroalcoolicos e aquosos dos

engacos com suspensédo de leveduras C. albicans e C. krusei nas placas de SDA com a
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densidade otica de 0,5 McFarland em soro fisiologico. Foram colocados100uL da sus-
pensdo de levedura na placa com ajuda de uma pipeta automatica e de seguida foi espa-
Ihada com ajuda de um espalhador. Foi deixada a secar & temperatura ambiente durante
10 min. De seguida, para remocao do meio de cultura solido, foram cortados pocos com
diametro de 6mm, utilizando-se para o efeito a parte superior de uma pipeta Pasteur de
vidro, previamente esterilizada. Foram posteriormente depositados, em cada pogo, 50uL
dos extratos e de cada um dos solventes, com ajuda de uma pipeta automatica, servindo
como controlos da atividade antifangica os préprios solventes. Todo o procedimento foi
realizado por técnica assética. Por fim, foram incubadas as placas na estufa a 35°C durante
24 horas. De seguida, procedeu-se & medicao dos halos de inibicdo dados pelos extratos

com ajuda de uma craveira obtendo assim os resultados em milimetros (mm).

2.9. Método de Microdiluicdo em Caldo

Quanto ao Método de Microdiluicdo em caldo envolve o uso de pequenos volumes e
permite estimar quantitativamente a atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias.
O procedimento foi realizado numa placa estéril de 96 pocos em que sdo colocados 0s

microrganismos em contacto com os extratos em estudo (M27-A2, 2002; M7-A6, 2003).

Nesta técnica, foram utilizados extratos secos, depois de dissolvidos em Dimetilsulféxido
(DMSO). Foram preparados novos extratos aquosos, etandlicos e hidroalcodlicos, que
foram secos em exsicador. Apés 0s extratos estarem completamente secos, foram dissol-
vidos em DMSO por forma a obter uma concentracdo de 10mg de extrato seco por mL
de DMSO.

2.9.1. Avaliagdo da Atividade Antifangica

Para Avaliacdo da Atividade Antifungica foi utilizado SDB (Sabouraud dextrose broth),
tem na sua constituicdo elevada concentracdo de dextrose, o que proporciona uma seleti-

vidade para o desenvolvimento de fungos pelo que a maioria das bactérias néo tolera a
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elevada concentracdo de dextrose. Ainda contéem um pH acido entre 5,4 a 5,8, o que per-
mite melhorar o crescimento destes, e também, as pectonas existentes neste meio sdo
fontes de compostos nitrogenados o que se torna excelente e atrativo para o desenvolvi-
mento de fungos (Laborclin, 2019). Esta avaliacdo foi baseada na técnica CLSI (M27-
A2, 2002).

Foi preparada a suspensdo de leveduras com densidade 6tica de 0,5 McFarland em soro
fisiologico. Depois foram colocados 20uL da suspensdo e 980uL de meio (diluicdo 1:50)
e foram colocados 0,5mL desta Ultima preparacao e 9,5mL de meio (dilui¢do 1:20). Esta

ultima suspensdo foi utilizada como suspenséo de trabalho.

Para realizacdo deste método foram colocados 100uL de meio SDB nos pogos de B a G
de uma placa de 96 pogos de fundo plano e 192uL de meio SDB nos pogos de Al a Al2.
Nestes poc¢os da linha 1, foram colocados somente 8uL de cada extrato em estudo. Dos
pocos B a G foram efetuadas diluicdes de 1:2 com a ajuda de uma pipeta multicanal e
rejeitados 100uL no pogo G. De seguida, foram adicionados 100pL da suspenséo de le-
veduras, preparada previamente, nos pogos com extrato e no controlo positivo. Quanto ao
controlo negativo foram adicionados 200uL de meio SDB, para verificacdo de possivel
contaminacdo do meio. Todo este procedimento foi efetuado por técnica assética. Por
ultimo, foi incubado durante um periodo de 48h a uma temperatura de 35°C para que se
pudesse verificar presenga ou auséncia de crescimento. Esta avaliagdo do crescimento
microbiano foi realizada visualmente, sendo definida como Concentracdo Minimia Inibi-
toria (CMI) a que apresentava total auséncia de crescimento (optical clear, como definido
pela norma (M27-A2, 2002)).

2.9.2. Avaliacdo da Atividade Antibacteriana

Para a Avaliagéo da Atividade Antibacteriana foi usado o meio de Mueller-Hinton Il (MH
I1) por ser considerado um excelente meio para testes de sensibilidade contra bactérias
ndo fastidiosas, e corresponder ao definido na norma de referéncia adotada para este tra-
balho (M7-A6, 2003). Isto é provado pelas seguintes razfes: apresenta reprodutibilidade

aceitavel; contém baixos teores de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e tetraciclina;
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produz um crescimento consideravel na maior parte das bactérias; devera ter um pH entre
7,2 a7,4 para ser mais favoravel o crescimento. Esta avaliagdo foi baseada na norma CLSI
(M7-A8, 2003).

Para realizacéo da técnica foram colocados 100uL de meio MH Il do po¢o B a G de uma
placa de 96 pocos de fundo plano e 192uL de meio MH 1l do poco Al a A12. Nos pocos
desta linha foram, como anteriormente, colocados somente 8L de cada extrato. Foram
efetuadas diluicBes de 1:2 até a linha G onde foram rejeitados 100uL da suspensdo. Foi
adicionado nos pocos do controlo positivo 100uL de meio MH 11 e nos pocos do controlo
negativo foram adicionados 200uL de meio. Este procedimento foi realizado por técnica
assética. Por ultimo, foi incubado 24h a 35°C e observacdo quanto & presenca ou auséncia
de crescimento. A suspensdo de bactérias foi preparada da mesma forma que a suspenséao
de leveduras, consoante indicacdes da seguinte norma CLSI (M7-A6, 2003). Por fim, foi
adicionado 100puL desta suspensdo nos pogos com extrato e no controlo positivo. Esta
avaliacdo do crescimento microbiano foi realizada visualmente, como foi referido no
ponto de avaliacdo antifingica pelo mesmo método, sendo definida como Concentracdo
Minimia Inibitéria (CMI) a que total auséncia de crescimento (optical clear, como defi-
nido pela norma (M7-A6, 2003)).
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II1. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teores de Fendlicos Totais (FT) e Flavonoides Totais (FLT)

Tendo em consideracao a caracterizacdo quimica e a polaridade dos diferentes compostos
bioativos presentes nos engacos das amostras estudadas, realizaram-se 3 extratos diferen-
tes (aquoso, etanodlico e hidroalcoolico) para a quantificagdo dos compostos bioativos
(Tabela 1).

Tabela 1. Teor de compostos bioativos presentes nos extratos aquosos, etandélicos e hidroalco6-
licos das Castas de Viosinho e Roriz. Os teores de fendlicos totais (FT) e de flavonoides totais

(FLT) estdo expressos em mg/100g de extrato seco.

Amostras FT FLT
EV (aquoso) 3817,45 + 184,15 1360,96 + 105,59
EV (etanolico) 5865,47 + 598,40 2460,01 + 368,66
EV (hidroalcoélico) 3954,61 + 392,41 361,30 + 59,16
ER (aquoso) 4873,21 + 319,20 1519,59 + 92,30
ER (etanolico) 6892,27 + 458,62 2776,72 +£192,84
ER (hidroalcodlico) 15292,27 + 543,03 232,65 + 10,56

*EV (Extrato da Casta Viosinho) / ER (Extrato da Casta Roriz). Valores apresentados em Média + Desvio

Padrédo

A escolha do solvente extrator, como ja foi referido, influencia tanto o processo de extra-
cao dos engacos como a determinagdo dos compostos fenolicos (Va“zquez-Armenta et
al., 2017). Em vérios estudos foi utilizado o metanol como solvente extrator, este € um
solvente tdxico que provoca acidose e danos na retina (Joshi et al., 2019), por este mesmo
motivo optamos por utilizar solventes ndo toxicos, que podem nédo expressar tanta eficacia
no processo de extracdo como na determinacdo de compostos fendlicos, que por sua vez

a escolha do solvente influencia os resultados obtidos, como foi o0 caso deste trabalho e ja
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reportado em varios estudos (Baiano, 2014; Barros et al., 2014; Leala et al., 2020). Este
facto é verificado nos extratos estudados e expressos na Tabela 1. Em ambos 0s engacos,
o etanol foi 0 melhor solvente extrator, seguindo-se o hidroalcodlico e aquoso, respetiva-
mente. No que toca ao maior teor de fendlicos totais nos extratos etanélicos, o engaco
roriz foi 0 que apresentou maior quantidade (6892,27mg EC/ 100g). O etanol mostrou-se
0 melhor extrator dos FLT em ambas as amostras. Quando comparados os teores de fla-
vonoides no mesmo extrato (etanolico), verifica-se que o engago roriz apresenta os teores
mais elevados. As diferencas quantitativas encontradas na composicao fendélica dos dois
engacos, independentemente do solvente extrator, provam que existem composicdes qui-
micas para cada variedade de casta. Esta diferenga quantitativa também pode dever-se as
diferentes condi¢des climéticas e edaficas, bem como pelas praticas vitivinicolas (Barros
et al., 2014; Va zquez-Armenta et al., 2017; Leal et al., 2020).

Segundo varios autores, a Casta Roriz origina vinho tinto, o que permite apresentar mai-
ores teores de flavonoides e compostos fendlicos, (Georgiev et al., 2014; Lia et al., 2019;
Radojevi¢ et al., 2022). Segundo Sousa et al. (2017) a quantidade de polifendis nas castas

de vinho tinto é seis vezes superior as castas de vinho branco.

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes ndo enzimaticos que incluem a capacidade de
eliminacdo de radicais livres e a inibicdo da formacéo de espécies reativas durante o pro-
cesso normal do metabolismo, prevenindo assim o envelhecimento celular (Lia et al.,
2019). Os resultados obtidos foram expressos em acido galhico por ser um composto
fenolico importante ao nivel da salde, porque este j& demonstrou possuir varias proprie-
dades terapéuticas, como antioxidante, antinflamatdria, antifingica e antibacteriana. Os
flavonoides sdo fitonutrientes biologicamente ativos, encontrados na uva, que possuem
propriedades cardioprotetoras, neuroprotetoras, antimicrobianas e antienvelhecimento
(Georgiev et al., 2014; Radojevic et al., 2022).

Concluindo, as castas de uva tinta ttm maior abundancia destes compostos comparativa-
mente as castas de uva branca. Por este motivo, estas castas de uva tinta como é o0 caso

da Casta de Roriz, presente neste estudo, devem ser utilizadas ao nivel da industria far-
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macéutica na perspetiva de desenvolver novos compostos a partir deste produto reapro-
veitando componentes das castas que sdo desperdicados da vinha (Sousa et al., 2017,
Vinha et al., 2022).

3.2. Atividade Antioxidante pelos métodos FRAP e DPPH

A anélise da capacidade antioxidante dos diferentes extratos constitui uma ferramenta de
correlacdo com o teor de fendlicos e flavondides totais e, ainda, permite a avaliacdo da
capacidade especifica de eliminacdo de radicais atribuivel aos extratos em estudo. Os
resultados foram expressos pela realizacdo de dois métodos: FRAP, que deteta a presenca
de antioxidante pela reducéo do ferro, e DPPH que consiste na reagdo do radical da mo-
lécula com a substancia antioxidante, nos extratos de Casta de Viosinho e Roriz recor-

rendo a trés solventes (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antioxidante presente nos extratos de engaco das Castas de Viosinho e Roriz

pelos métodos FRAP e DPPH estdo expressos em pumol/ 100g de amostra seca.

Amostras FRAP DPPH
EV (aquoso) 3817,45 + 184,15 43637,11 + 484,71
EV (etanolico) 5865,47 + 598,40 66871,02 + 173,20
EV (hidroalcodlico) 3954,61 + 392,41 9379,74 + 150,08
ER (aquoso) 4873,21 + 319,20 54544,33 + 4495,97
ER (etandlico) 6892,27 + 458,62 71024,53 + 2752,34
ER (hidroalcodlico) 15292 27 + 543,03 8662,04 + 853,71

*EV (Extrato da Casta Viosinho) / ER (Extrato da Casta Roriz). Valores apresentados em Média + Desvio

Padrao
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Quanto a atividade antioxidante, uma vez mais, o extrato etanolico viosinho apresentou
maior potencial antioxidante em ambos os métodos analiticos (FRAP —5865,47umol/100
g de amostra seca e DPPH — 66871,02 umol/100g de amostra seca). A casta roriz apre-
sentou uma variacdo da atividade antioxidante em diferentes solventes. A mistura hidro-
alcoolica obteve maior atividade no método FRAP, enquanto o extrato etanolico foi su-
perior no método DPPH. Através da analise global dos resultados (Tabela 1 e 2) a Casta
de Roriz (uva tinta) apresenta superioridade de fendlicos e flavonoides contribuindo para

uma atividade antioxidante superior (Barros et al., 2014; Radojevi¢ et al., 2022).

Importa realcar que este trabalho ainda é um projeto preliminar, pois mais determinacoes
analiticas deveriam ser efetuadas. Por exemplo, o perfil fendlico € uma das propostas
futuras, tendo em consideracdo que a distribuicdo dos metabolitos secundarios nos dife-
rentes 6rgdos vegetais de uma espécie botanica € muito heterogénea. No que toca a de-
terminacdo da atividade antioxidante, € de conhecimento geral que nao existe um método
analitico especifico tendo em consideragdo a complexidade quimica das matrizes vege-
tais, para tal entdo foram utilizadas as duas técnicas referidas. O método de DPPH é con-
siderado por estudos anteriores (David et al., 2010; Sharma et al., 2021; Radojevi¢ et al.,
2022) dos mais precisos e reprodutivos na avaliacao da atividade antioxidante de extratos
vegetais, ou seja, substancias ricas em flavonoides, também é considerado féacil, preciso,
rapido, simples, econémico e apresenta boa estabilidade na auséncia da luz (Silveira et
al., 2018). O método FRAP é uma técnica reprodutivel e apresenta uma superior correla-
cdo com os teores de acido ascérbico e grupos fenolicos (Sucupiraa et al., 2012). Mais

ensaios deveriam ser efetuados no futuro para conclusdes mais objetivas e concretas.

Na verdade, os compostos antioxidantes tém a capacidade de neutralizar o stress oxida-
tivo de varias maneiras, sendo estas a inibi¢do da formacao de radicais livres, funcionando
como antioxidantes de quebra de cadeia de autoxidagéo, regulam e protegem os mecanis-
mos celulares de defesa antioxidante, sdo neutralizadores da agdo dos quelantes de metais
e inibidores de enzimas (Georgiev et al., 2014). Os flavonoides representam um grande
grupo de compostos de baixo peso molecular com altas propriedades antioxidantes o que
Ihe é permitido de reduzir o stress oxidativo por diversos mecanismos. Por este motivo e
em conclusdo com os resultados obtidos, os subprodutos da Casta de Roriz poderdo ser

utilizados como um composto biologicamente ativo combatendo o stress oxidativo nas
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células, prevenindo danos oxidativos e ainda tem a funcéo de sequestrar radicais livres e

quelantes de metais (Georgiev et al., 2014).

A quantidade de compostos fenolicos presentes nas plantas, nomeadamente nas videiras
e nos seus subprodutos, como 0 engaco, e consequentemente a sua atividade antioxidante,
pode ser influenciada pelo local geografico em que se desenvolve, como foi referido no
contexto tedrico. No caso da vinha, Gouvinhas e os seus colaboradores (Gouvinhas et al.,
2020), demonstraram o impacto da regido geografica na atividade antioxidante, ao con-
cluirem que as amostras de engaco revelaram maiores teores de fendis e flavonois totais
em locais de menor altitude, como € o caso da sub-regido do Baixo Corgo (Alto Douro).
Esta sub-regido caracteriza-se por apresentar alguns fatores de stress, como stress térmico
e hidrico (chuvas abundantes). Por este motivo pode ser explicada esta situacdo da indu-

¢do da producdo destes compostos bioativos (Gouvinhas et al., 2020).

3.3. Atividade Antifungica pelo Método de Difusdo em Agar por Poco

Esta descrito que os extratos de videira para além da atividade antioxidante expressam
atividade antifangica e antibacteriana, isto torna-se uma alternativa de reaproveitamento
de subprodutos da vinha para criacdo de novos produtos com propriedades antimicrobia-
nas (Leal et al., 2020). Por isso procedeu-se a determinacdo da atividade antifingica dos
extratos preparados pelo método de difusdo em agar por pogo, obtendo-se 0s resultados
expressos na Tabela 3. Foram apenas apresentados os resultados obtidos quando se tes-
taram extratos etanolicos porque com o0s outros solventes ndo ocorreram halos de inibicao

visiveis nem possiveis de quantificar.

Tabela 3. Média da medida dos halo de inibi¢cdo dado pelos Extratos Etandlicos da Casta de

Viosinho e Roriz

C. albicans (medicdo em cm) C. krusei (medi¢ao em cm)
Extrato Etandlico de Viosinho Extrato Etandlico de Viosinho
1,00 + 0,00 1,10 + 0,36

23



Importancia das Castas Viosinho e Roriz como possiveis fontes de compostos Antioxidantes e Antimicro-

bianos
C. albicans (medicdo em cm) C. krusei (medicéo em cm)
Extrato Etanodlico de Roriz Extrato Etanodlico de Roriz
0,90+ 0,10 1,25+ 0,50
Controlo Etandlico C. albicans Controlo Etandlico C. krusei
1,80+0,72 1,05 + 0,06

*Valores apresentados em Média + Desvio Padrao

Figura 2. Placa com C. albicans exposta se-
gundo a técnica aos Extratos Etandlicos das

Castas de Viosinho e Roriz

Figura 3. Placa com C. krusei exposta se-
gundo a técnica aos Extratos Etandlicos das
Castas de Viosinho e Roriz
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Figura 4. Placa representando as inibi¢Ges ob-
tidas para solventes extratores (controlo de ati-
vidade do solvente) em C. albicans

Figura 5. Placa representando as inibicoes
obtidas para solventes extratores (controlo de

atividade do solvente) em C. krusei

Com base nos resultados alcancados verificou-se que em todas as placas das duas leve-
duras em estudo os Unicos compostos em que € visivel alguma inibicdo de crescimento e
até possivel de medicdo do halo de inibicdo é com o extrato etandlico da Casta de Viosi-
nho e o extrato etandlico da Casta de Roriz. Como prdprio nome indica, 0s engacos da
Casta de Viosinho e da Casta de Roriz foram diluidos numa grande quantidade de sol-
vente, 100mL de etanol, tendo-se concluido que o efeito de inibicdo é devido maioritari-
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amente as propriedades do Etanol, por este possuir propriedades antisséticas e desinfe-
tantes representando um papel importante na préatica de controlo e prevencgéo de infecGes.
Este solvente procede por meio do rompimento de membranas, com répida desnaturagdo
de proteinas e consequente lise celular. Por isso, o aparecimento destes halos de inibigédo
de cada extrato perante cada levedura pode se dever as propriedades do etanol estando
estes engacos bastante diluidos. Por todos os motivos apresentados, e com o objetivo de
se efetuar uma discussao coesa dos resultados e poder concluir-se acerca das razdes que
levaram a inibicdo e a demonstracdo de atividade antifingica que estes extratos possam
possuir, tera de ser realizada uma pesquisa posterior. Foi por isso seguidamente realizada
a testagem de vaérias diluicbes menores de etanol ou de outro solvente que ndo influencie
0s resultados nem possua toxicidade, para que se obtenham dados mais concretos relati-
vamente as propriedades de cada casta e ndo essa acdo ser devida a um solvente. Foi
concluida esta hipdtese porque na placa do controlo do solvente etanol houve um halo de

inibicdo acentuado.

Todas as diferencas observadas nestes resultados indicam que € necessaria uma aborda-
gem que inclua um método de execuc¢do cuidadoso e preciso, mas acima de tudo o que
influencia os resultados é a escolha do solvente e o método de extracdo. Por este mesmo
motivo, a conclusdo destes resultados € que o método utilizado ndo foi o mais eficaz
levando a que ndo haja demonstracdo da eficacia destes extratos como antiflngicos neste
projeto, mas esta comprovado por estudo anteriores que estes extratos de videira sdo efi-
cazes como antifungicos (Schnee et al., 2013; Prusova et al., 2020; Simonetti et al., 2020;
Radojevic¢ et al., 2022). Porém, nos estudos referidos, foram utilizados outros solventes
extratores (metanol e acetato de etilo) tendo sido esse, provavelmente, 0 motivo por que

terdo expressado maior atividade antifingica.

3.4. Atividade Antifungica e Antibacteriana pelo Método de Microdilui¢cdo em Caldo

Com os extratos aquosos, etandlicos e hidroalcodlicos das duas castas em estudo efetuou-
se a avaliacdo da atividade antifingica dos extratos secos dissolvidos em DMSO pelo
método de microdiluicdo em caldo contra Candida albicans e Candida krusei. Os resul-

tados, expressos em concentragdo minima inibitoria, estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) em pg/mL da atividade antifingica

CIM (pg/mL) C. albicans C. krusei
Extrato da Casta Aguoso >200 >200
de Viosinho

Etanolico >200 >200

Hidroalcoolico >200 >200

Extrato da Casta Aguoso >200 >200

de Roriz

Etandlico >200 >200

Hidroalcoolico >200 >200

Figura 7. Placa de C. krusei
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A atividade antibacteriana dos extratos aquosos, etandlicos e hidroalcodlicos secos e dis-
solvidos posteriormente em DMSO das duas castas contra Escherichia coli e Staphylo-
coccus aureus também foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo avaliando a

concentracdo minima inibitdria, sendo os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em pg/mL da atividade antibacteriana

CIM (pg/mL) E. coli S. aureus
Extrato da Casta Aquoso >200 >200
de Viosinho

Etandlico >200 >200

Hidroalcodlico >200 >200

Extrato da Casta Aquoso >200 >200

de Roriz

Etandlico >200 >200

Hidroalcodlico >200 >200

Figura 8. Placa de E. coli
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Figura 9. Placa de S. aureus

O método de Microdiluicdo em Caldo, envolve o uso de pequenos volumes, € 0 mais
adequado para determinacdo CMI, uma vez que é possivel estimar quantitativamente a
atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias tornando-se assim mais vantajoso isto
porque é mais especifico e com resultados reprodutiveis, sendo ainda possivel efetuar
varias repeticoes e diferentes dilui¢cGes uniformes dos extratos em apenas numa placa por

microorganismo, aumentando assim a confiabilidade dos ensaios (Bona et al., 2014).

Relativamente & discussdo dos resultados da testagem desta técnica nestes extratos nao
ocorreu o esperado, ou seja, 0s extratos ndo mostraram a eficacia antimicrobiana perante
estes microrganismos em estudo, que normalmente os extratos contendo polifendis ex-
pressam. Podem ser propostos varios fatores para este acontecimento, tais como o mi-
crorganismo e a espécie utilizada nos ensaios de atividade antimicrobiana, a origem geo-
gréafica dos extratos, a época de colheita, se os extratos foram preparados a partir da planta
fresca ou seca, os solventes utilizados na extracdo e a quantidade de extrato testada. Todos
estes fatores vao influenciar a determinacdo da CMI (Radojevi¢ et al., 2022).

Sucintamente e provavelmente, o que influenciou foi a quantidade de extrato a ser testada.
A concentracdo maxima testada pode ndo ter sido suficiente para inibir completamente o
crescimento destes microrganismos. O ideal seria termos possibilidade de obter mais ex-

tratos a partir de engaco, fazer novos extratos obtendo maiores massas de extrato seco, e
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voltar a testar os extratos em maiores concentracdes pela mesma técnica. A quantidade
maxima de extrato vai permitir verificar a sua eficacia antimicrobiana, que é esperada
destes extratos por terem grande quantidade de polifendis principalmente a quantidade de
resveratrol que permite criar um mecanismo de defesa contra microrganismos e/ou a pos-
sibilidade que seria mais rentavel a nivel de estudo seria extrair os varios polifenois fi-
cando estes isolados do extrato original para verificar a sua efetividade como antimicro-
bianos (Castilho et al., 2014).

Com base em varios estudos anteriores, 0s engacos de videira apresentam atividade anti-
microbiana confirmada, mas dada a complexidade da matriz existem varios fatores que
influenciam a expresséo desta atividade por este motivo precisamos de mais estudos nesta

abordagem de novos antimicrobianos provenientes de extratos vegetais.

O estudo de Radojevi¢ et al., teve como objetivo a pesquisa do potencial biologico de
extratos aquosos, etandlicos e realizados com acetato de etilo de engacos de uva tinta. Na
discussdo dos resultados deste estudo foi concluido que os extratos etandlicos e realizados
com acetato de etilo apresentam melhor atividade antibacteriana e os engacos liofilizados

apresentam boa atividade antifingica (Radojevi¢ et al., 2022).

No artigo de Va'zquez-Armenta et al., foi avaliada a capacidade antibacteriana de extratos
metandlicos de engacos de uva de variedades brancas e tintas contra bactérias patogénicas
Gram-positivo e Gram-negativo e foi encontrada sensibilidade diferencial para os dife-
rentes extratos em estudo. Além disso, a atividade antibacteriana foi atribuida a inibicao
da enzima DNAgirase, porque os acidos fendlicos podem se difundir através da mem-
brana citoplasmatica, aumentando a sua permeabilidade e consequentemente extravasa-
mento dos constituintes intracelulares. Foi comprovado ainda que os &cidos hidroxicina-
micos podem interagir melhor com a membrana celular devido a serem compostos menos
polares em comparacdo com os acidos hidroxibenzoicos (Va zquez-Armenta et al.,
2017).

No artigo de Sharma et al., onde foi estudada a atividade antioxidante e antibacteriana da
Vitis vinifera, é referido que a atividade antimicrobiana presente na videira esta ligada a
presenca de taninos que tém capacidade de inativar adesdes microbianas, enzimas e pro-

teinas de transporte (Sharma et al., 2021).
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No artigo de Leal et al., foram estudados os compostos bioativos da uva branca como
potenciais agentes antimicrobianos. O estudo, relata que as a¢Ges bactericidas dos com-
postos fendlicos da uva dependem de varios fatores como alteragdes na morfologia celu-
lar, no contetido de DNA, interacdo com enzimas e substratos e privacdo de iGes metali-
cos. Aborda que ocorreu maior eficacia de inibicdo do crescimento de bactérias Gram-
positivo comparando com Gram-negativo. Esta diferenca deve-se essencialmente a cons-
tituicdo da parede celular das bactérias Gram-negativo que possuem uma membrana ex-
terna adicional na parede, com canais porina, que faz com que esta membrana externa
seja uma forte barreira de entrada de compostos, nomeadamente antibioticos em uso na
clinica, devido a ser bastante hidrofilica, cargas contrarias e tamanho do canal de porina
(exemplo a vancomicina por ser uma molécula grande néo entra, logo ndo atua este tipo
de bactérias). A parede das bactérias Gram-positivo tem apenas uma camada de peptido-
glicano, sem membrana externa, sendo por isso mais simples permitindo a entrada de

compostos lipofilicos (Leal et al., 2020).

Por ultimo no artigo de Simonetti et al., foi abordado o estudo sobre atividade antifungica
de compostos fendlicos em diferentes matrizes de Vitis vinifera. Neste artigo é demons-
trado que o resveratrol € um indutor de apoptose em C. albicans ativando a metacaspase

e promovendo a libertagao de citocromo C (Simonetti et al., 2020).

Posto isto, deverdo ser efetuados mais estudos neste tipo de compostos porque reunindo
toda a informacéo existente do engaco de uva podemos deduzir que 0 mesmo tem ativi-
dade antimicrobiana presente o que podera ser uma solucgdo viavel e sustentavel ao nivel
da industria farmacéutica. Como se verificou nesta dissertacdo devera ser efetuada uma
técnica precisa, utilizando um solvente adequado as circunstancias e uma quantidade de
engaco com maxima concentragdo ou utilizando outros subprodutos da vinha, como as
grainhas. Isto deve-se ao facto de que a atividade antioxidante e antimicrobiana do engaco
da uva nédo depende somente da reatividade quimica, mas também de fatores como loca-

lizacéo fisica, interagdo com outros componentes e as condigdes climaticas e edaficas.
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IV. CONCLUSAO

Os varios subprodutos da vinha, incluindo a uva, ja sdo consumidos ha cerca de dois
milhdes de anos. Diversos trabalhos de investigacdo com este tipo de amostra originaria
da vinha tém evidenciado que o consumo tem efeitos benéficos potencialmente associa-
dos & atividade antioxidante, cardioprotetora e antimicrobiana. Estes subprodutos e resi-
duos da vinha s&o ricos em compostos bioativos, cujos beneficios ja foram aqui descritos,
sendo importantes na prevencao de doengas e sendo potencialmente benéficos para a sa-

ude. Dentro desses compostos bioativos temos os polifendis, incluindo flavondides.

Os beneficios que podem ajudar na manutencdo de uma boa saude e reaproveitando estes
subprodutos como matérias-primas importantes como em alternativa de reciclar e criar o
minimo impacto ambiental, uma vez que o seu abundante conteldo em compostos bioa-
tivos pode vir a permitir a criacdo de produtos inovadores, sustentaveis e promotores de

uma boa saude.

Esta dissertacéo permite identificar o potencial dos engacos de Vitis vinifera para aplica-
cao em Vvarios setores biotecnoldgicos, incluindo as industrias cosmética, alimentar e far-
macéutica, sendo uma abordagem possivel para desenvolver novas formas de valorizacao
destes subprodutos. Neste sentido, € imprescindivel estimular a pesquisa e desenvolver
novas aplicacOes destes subprodutos da vinha, sejam eles utilizados na forma integral ou
em forma de extrato, para diferentes finalidades a fim de proporcionar vantagens econo-

micas, sociais e ambientais nestes setores envolvidos.

Neste trabalho foi comprovada a atividade antioxidante, mas quanto & atividade antibac-
teriana e antifingica ndo foram obtidos resultados que comprovem a sua eficacia como
era esperado tal facto pode dever-se a varios fatores tais como as diferencas entre os ex-
tratos dependerem diretamente do tipo de solvente, do método de extragdo e da concen-
tracdo dos metabolitos secundarios. Infelizmente, a eficicia de produtos naturais como
antimicrobianos é significativamente inferior em comparacdo com moléculas sintéticas
convencionais, esta falta de eficacia € a principal razdo para um nimero muito limitado
de produtos e farmacos comercializados derivados de extratos vegetais, mas atualmente

as resisténcias aos antibidticos convencionais tem se tornado uma das maiores ameacas
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de salde publica e a seguranca alimentar. Segundo o relatorio do Centro Europeu de Pre-
vencdo e Controlo de Doencas (ECDC), mais de 35 mil pessoas perderam as suas vidas
anualmente na Europa entre 2016 e 2020, devido a infe¢Oes provocadas por resisténcias
a antimicrobianos. Por este motivo, devem ser tomadas medidas na sociedade de forma a
reduzir o impacto e limitar a propagacao destas resisténcias, algumas dessas medidas in-
cluem a reducdo do uso de antimicrobianos e a procura e investigagdo em novos compos-
tos que possam ser aplicados em substituicdo e/ou utilizados sinergicamente com antimi-
crobianos convencionais que acelera a eliminacao dos patogéneos. Futuramente gostari-
amos de prosseguir com esta investigacdo no sentido de testar as terapias de combinacgéo
com os extratos aqui abordados, e assim incutir a diminui¢do dos produtos sintéticos e
dos efeitos colaterais que estes provocam. Com isto potenciamos e incentivamos, tam-
bém, a protecdo do meio ambiente reduzindo a perda e o desperdicio destes subprodutos

da vinha para evidenciar os seus beneficios tornando assim estes mais sustentaveis.

Em suma, é necessario que se continue a investigar no sentido de desenvolver métodos
de extracdo mais eficientes e precisos e condigdes experimentais que possam extrair da
videira concentracdes mais altas de polifenois de forma mais eficiente e eficaz de com-
provarem devidamente os seus beneficios tanto como antioxidantes como antimicrobia-
nos e quais as vantagens que pode desencadear na sociedade. Portanto neste contexto
deverdo ser efetuados mais estudos para avaliar a toxicidade destes subprodutos, bem
como, analisar as propriedades bioldgicas de cada um dos compostos bioativos presentes
no engaco da uva a fim de obter a maior eficacia possivel e assim aumento da biodispo-

nibilidade e do metabolismo destes fitoquimicos.
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