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De tudo ficaram trés coisas: a certeza de que
estava sempre comegando, a certeza de que era preciso
continuar e a certeza de que seria interrompido antes de
terminar. Facamos da interrup¢do, um novo caminho; da
queda, um passo de danca; do medo, uma escada; do
sonho, uma ponte e da procura, um encontro.

(FERNANDO SABINO)

v



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer ao Prof. Dr. Marcelo Alexandre Prado pelo apoio, confianga e
orientagdo neste trabalho e a Prof. Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte pela co-orientagao,
dedicagdo e apoio, que foram fundamentais para a realizacao deste trabalho.

Agradeco aos membros da banca pelas corre¢des e sugestdes que contribuiram de
forma significativa para a versao final desta dissertagao.

Agradeco ao Marcos Risso e ao Vitor por gentilmente fornecerem todas as amostras
analisadas neste trabalho, pelos vinhos, e pela receptividade e ensinamentos durante a visita
que eu e minha familia fizemos as cidades de Valinhos e Itatiba.

Agradeco ao Marcio Oliveira e a Ericka Leticia da Divisdo de Microbiologia do
CPQBA/UNICAMP por toda a ajuda com as andlises de atividade antimicrobiana.

Agradeco a Marcela pela ajuda com a andlise estatistica.

Agradeco a todos os amigos do Laboratério de Andlise de Alimentos por toda a
ajuda, companhia e conversas, em especial a Pollyane, Luciula, Raquel Grando, Natilia,
Gabriela e Gislaine. Agradeco ao seu Dirceu, cujo trabalho no laboratério foi essencial para
a realizacdo do meu.

Agradeco ao Prof. Dr. Felix Reyes e a todos do Laboratério de Toxicologia pela
imensa ajuda com a secagem das amostras no evaporador rotativo: a Silvinha, a Marcela, a
Michele, a Juliana e a Raquel. Agradeco especialmente a Luciana, por ter sido muito
prestativa, por toda a ajuda e companhia no lab.

Agradeco a todos do Hospital de Clinicas da Unicamp: Bruno, Cecilia, Juzinha,

Claudia, Ana Carolina, Gisele, Ana Paula, Zoraida, Michel e Juliana pela amizade,



convivéncia e apoio. Agradeco ao Dr. Manoel e a Dra Lilian pela oportunidade de trabalhar
com pesquisa clinica durante o mestrado e pela compreensao.

Agradeco as amigas de republica: Danielle, Ana Luisa, Miriam e Juliana pela
amizade, conversas, risadas, companhia e conselhos.

Agradeco a todos os amigos da FEA que fizeram parte destes trés anos, pela
amizade, baladas, conversas e risadas, especialmente José Valdo, Viviane, Dani Bio e
Cristiano e a todos os amigos antigos por continuarem presentes e terem acompanhado
todas as duvidas e certezas destes anos: Thais D., Carolina, Rodrigo, Aline, Tais, Marina,
Roberta, Renata, Thais H., Andréa B., Andréa M., Renata S. e Maira.

Agradeco especialmente a minha familia pela compreensdo, amor e dedicacdo: a
minha mae Ercy, meu pai Lucio, meu irmao Renato, minha cunhada Camila e meus tri-

sobrinhos Maria Eduarda, Miguel e Davi, pela presenca na minha vida.

VI



RESUMO GERAL
A uva Maximo IAC 138-22 apresenta boas caracteristicas para a producao de vinho com
elevado grau Brix. Durante a vinifica¢do, os compostos fendlicos presentes nas uvas sao
extraidos para o mosto e sdo de fundamental importdncia para as caracteristicas
organolépticas do vinho, além de propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
anticarcinogénicas, anti-inflamatdrias, diuréticas, tranquilizantes, antidiabéticas. Dentre
estas propriedades, destacam-se a antioxidante e a antimicrobiana, visto que hd um
interesse emergente no uso de antioxidantes naturais em substitui¢do aos sintéticos visando
a preservacao de alimentos, além de o seu consumo ser associado a protecao contra doengas
severas, que envolvem danos por radicais livres. Além de prevenir a oxidacdo dos
alimentos, os fendlicos poderiam reduzir a deterioracdo por micro-organismos, visto que
apresentam atividade contra bactérias Gram (+), Gram (-) e leveduras. Neste trabalho foram
avaliados extratos obtidos em etanol € em acetona de uva Maximo IAC 138-22, casca,
polpa e semente, trés estagios da vinificacdo, dois residuos do processamento do vinho e o
vinho artesanal obtido neste processo. Foram avaliados o contetido de fendlicos totais, a
atividade antioxidante e a concentracdo minima inibitéria (MIC) dos extratos. Nao foi
verificada diferencga significativa entre as extragdes em relacdo a atividade antioxidante,
exceto para a semente € o primeiro residuo da vinificacdo. As amostras que apresentaram
os maiores teores de fendlicos e também fortes a moderadas atividades antioxidantes
definidas pelo AAI foram as sementes (semente em etanol: 136,40 mg de EAG/g de extrato
e AAl de 1,717), os residuos (2° residuo em acetona: 78,47 mg de EAG/g de extrato e AAI
de 0,912) e as cascas (casca em acetona: 58,79 mg de EAG/g de extrato e AAI de 0,546),

sugerindo o potencial de reaproveitamento dos residuos como antioxidantes em substituicdo
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aos sintéticos. Em relagcdo a atividade antimicrobiana, os Gram (+) foram mais sensiveis
que os Gram (-). Destaque para a bactéria B. cereus, que foi o micro-organismo mais
sensivel, e para a levedura C. albicans, que foi inibida pelos extratos de sementes a baixas
concentracoes (valores de MIC de 0,001 mg/mL e 0,002 mg/mL). P. aeruginosa foi inibida
apenas por alguns extratos do processamento do vinho, o que pode estar relacionado a
formacdo de fendlicos durante a vinificagdo. O vinho apresentou atividade antimicrobiana
contra todas as bactérias Gram (+) e Gram (-) avaliadas e os residuos da vinificagao
apresentaram elevados teor de fendlicos e atividade antimicrobiana, com valores de MIC de

1,5 mg/mL a >10 mg/mL), o que sugere a possibilidade de seu reaproveitamento.

Palavras-chave: uva Maiaximo IAC 138-22, vinho, compostos fendlicos, atividade

antioxidante, atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT
Miéximo TAC 138-22 grape has good characteristics for production of wine with a high Brix
degree. During winemaking, phenolics compounds in grapes are extracted into the must and
they are of fundamental importance for organoleptic characteristics of wine, as well as
antioxidant, antimicrobial, anticarcinogenic, anti-inflammatory, diuretics, tranquilizers,
anti-diabetic properties. Among these properties, antioxidant and antimicrobial are featured,
since there is an emerging interest in the use of natural antioxidants to replace synthetic
materials in order to preserve food, besides their use is associated with protection against
severe disease involving damage by free radicals. In addition to preventing the oxidation of
food, phenolics could prevent deterioration by microrganisms, due to their activity against
Gram (+), Gram (-) and yeast. In this work, it was evaluated extracts in ethanol and acetone
of Maximo IAC 138-22 grape, skin, pulp and seed, three stages of winemaking, two wastes
and wine obtained from this process. It was evaluated the total phenolic content,
antioxidant activity and the minimum inhibitory concentration (MIC) of extracts. There
was no significant difference between two extractions for most of the samples, except seed
and the first waste of winemaking. Samples that showed the highest levels of phenolics and
also strong to moderate antioxidant activities, defined by AAI, were seeds (seed in ethanol:
136,40 mg of EAG/g of extract and AAI of 1,717), wastes (2° waste in acetone: 78,47 mg
of EAG/g of extract and AAI of 0,912) and skin (skin in acetone: 58,79 mg of EAG/g of
extract and AAI of 0,546), suggesting a potential for recycling waste to replace synthetic
antioxidants. About antimicrobial activity, Gram (+) were more sensitive than Gram (-).
Featured to B. cereus, that was the most sensitive microrganism, and yeast C. albicans, that

was inhibited by seed extracts at low concentrations (MIC values of 0.001 mg/mL and
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0.002 mg/mL). P. aeruginosa was inhibited only by some extracts from winemaking, which
may be related to phenolics compounds produced during this process. Wine showed
antimicrobial activity against all Gram (+) and Gram (-) and wastes showed a high phenolic
content and antimicrobial activity, with MIC values of 1.5 mg/mL to >10 mg/mL),

suggesting the possibility of its reuse.

Key-words: Maximo [IAC 138-22 grape, wine, phenolics compounds, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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INTRODUCAO GERAL

A uva é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo que do total de 1,2
milhdo de toneladas produzido no Brasil, por ano, cerca de 45 % € destinado a elaboragao
de vinhos, sucos e outros derivados e 55 % é comercializado in natura (PROTAS, 2008).
Em relacdo a producdo de vinhos, sucos e derivados, houve um aumento de 30,40 % em
2007, com destaque para os vinhos de mesa com crescimento de quase 50 % e os vinhos
finos de 34,22 % (MELLO, 2008).

Segundo Mello (2002), os vinhos de mesa produzidos no Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parand, Sao Paulo e Minas Gerais possuem um menor valor de mercado. Isso
ocorre porque estes vinhos sdo produzidos com uvas americanas e hibridas, sao
considerados de menor qualidade e ndao sdo produzidos em paises tradicionalmente
viticolas.

Diversas pesquisas e politicas publicas nacionais tém sido desenvolvidas para
estimular ainda mais o mercado vitivinicola, como a filiacao a OIV (Office International de
la Vigne e du Vin), o projeto “Indicacdo Geogréifica Vale dos Vinhedos” e o zoneamento
vitivinicola, ambos realizados no Rio Grande do Sul, e o programa “Wines From Brazil”
para promoc¢ao do vinho nacional no exterior (SPVINHO, 2010).

Neste sentido, o governo paulista também estd investindo em acdes de revitalizacdao
da vitivinicultura para a producdo de uvas para vinificagdo e obtencdo de vinhos regionais
de alta qualidade. Uma das providéncias tomadas com esse objetivo foi a firmac¢do de um
protocolo de intenc¢des pelas instituigdes estaduais para implantar o “Programa Paulista de

Desenvolvimento Vitivinicola — Pr6-Vinho”. Neste contexto, estd em andamento o projeto

13



“Revitalizacio da Cadeia Vitivinicola Paulista: competitividade, governanca e
sustentabilidade”, parceria entre o Instituto de Economia Agricola (IEA), o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), o
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) e a Fundacdo SPVINHO (VERDI et al.,
2007).

Assim, faz-se necessdaria uma andlise dos vinhos produzidos no Estado de Sao
Paulo, que sdo elaborados a partir de variedades americanas e hibridas e consumidos por
grande parte da populacdo do Estado. Esses vinhos geralmente nao sdo considerados de boa
qualidade por apresentarem elevada acidez e baixo teor de agucar, fazendo-se necessdria a
chaptalizacdo, ou seja, adicdo de acticar ao mosto (JACKSON, 1994). Entretanto, outros
fatores podem agregar valor a este produto, como o conteido fendlico e as atividades
bioldgicas que estes compostos podem desempenhar.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e que
desempenham fungdes no crescimento, desenvolvimento e defesa do vegetal. Estes
compostos estdo presentes em grandes quantidades em vinhos, advindos da casca, polpa e
semente das uvas, do metabolismo dos micro-organismos da fermentacdo e da madeira dos
tonéis durante o envelhecimento. Os compostos fendlicos sdo responsdveis por diversas
atividades bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdrias, entre outras
(XIA et al., 2010; GHARRAS, 2009; CUSHNIE e LAMB, 2005; JACKSON, 1994).

Estes compostos também estdo presentes em grandes quantidades nos residuos do
processamento de vinhos, jd que ndo sdo totalmente extraidos para o mosto, € podem ser

reaproveitados como fonte natural de antioxidantes na inddstria de alimentos, em
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substituicdo aos compostos sintéticos (LAFKA et al., 2007; ARVANITOYANNIS et al.,
2006).

Entre as variedades de uva utilizadas no Estado de Sao Paulo para a produgao de
vinhos, destaca-se a uva Maximo IAC 138-22, que apresenta boa resisténcia a rachamentos
e podriddes e possui teores médios de actcar de cerca de 150 g/L, com um rendimento de
até 60 % em vinho (SANTOS NETO et al., 1968 apud TERRA et al., 1990).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo quantificar os fendlicos totais e
determinar as atividades antioxidante e antimicrobiana da uva Maximo IAC 138-22, de
etapas da vinificacdo, dos residuos deste processamento e do vinho Méaximo artesanal.
Estes conhecimentos sdo tteis para os consumidores que buscam os beneficios do vinho
para a saude e para os produtores que procuram agregar valor de mercado a seus produtos,

além de permitir a avalia¢do dos residuos visando o seu reaproveitamento.
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CAPITULO 1

FENOLICOS TOTAIS E AVALIACAO DAS
ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E
ANTIMICROBIANA EM UVAS E VINHOS - UMA

REVISAO

Joyce Pellisson Pereiral, Marcelo Alexandre Pradol, Marta Cristina Teixeira Duarte’

"Laboratério de Anélises de Alimentos, Departamento de Ciéncias de Alimentos, Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
*Divisio de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPQBA), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

18



RESUMO
Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios amplamente distribuidos em vegetais e
sao divididos em flavondides e nao flavondides. Os flavondides podem ser divididos em
seis subclasses: flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavandis.
Entre os nao flavondides, ha os acidos fendlicos, benzodicos e cindmicos e outros derivados
como os estilbenos. Estes compostos estdo presentes em elevadas quantidades em sementes
e cascas de uvas, nos vinhos, além dos residuos de vinificacdo, que podem ser
reaproveitados. Nos vinhos, os compostos fendlicos sdo algumas das substancias
responsaveis pela cor, adstringéncia e amargor, além de beneficios a saide humana, como a
reducgdo de riscos cardiovasculares. Dentre estas propriedades, destacam-se a antioxidante e
a antimicrobiana. H4 um interesse emergente no uso de antioxidantes naturais em
substituicdo aos sintéticos visando a preservacdo de alimentos, além do seu consumo ser
associado a prote¢do contra doencas severas, que envolvem em sua maioria danos por
radicais livres. Além de prevenir a oxidacdo dos alimentos, os fendlicos poderiam prevenir
a deterioracdo por micro-organismos, visto que apresentam atividade antimicrobiana contra

bactérias Gram (+), Gram (-) e leveduras.

Palavras-chave: compostos fendlicos, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana,

uva, vinho.
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ABSTRACT
Phenolics compounds are secondary metabolites widely distributed in plants and are
divided into flavonoids and non-flavonoids. Flavonoids can be divided into six subclasses:
flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, anthocyanidins and flavanols. Among non-
flavonoids, there are phenolics, benzoic and cinnamic acids and other derivatives such as
stilbenes. These compounds are present in high amounts in seeds and grape skins, wines,
besides the waste of winemaking, which can be reused. In wines, phenolics compounds are
some of substances responsible for color, astringency and bitterness, as well benefits of
human health, like reduction of cardiovascular risks. Among these properties, we highlight
antioxidant and antimicrobial activities. There is an emerging interest in use of natural
antioxidants instead of synthetic materials in order to preserve food, besides their use is
associated with protection against severe disease, mostly involving damage by free radicals.
In addition to preventing the oxidation of food, phenolics could prevent spoilage by
microrganisms, since they exhibit antimicrobial activity against Gram (+), Gram (-) and

yeast.

Key-words: phenolics compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, grape, wine.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secunddrios amplamente distribuidos em
vegetais e cujas estruturas variam de simples moléculas (4cidos fendlicos, flavondides) a
compostos altamente polimerizados (ligninas, melaninas, taninos), sendo os flavondides o
grupo mais comum e largamente distribuido entre eles (BRAVO, 1998).

Com o esmagamento das uvas, compostos fendlicos de diferentes partes da fruta sao
transferidos para o mosto. Da polpa tem-se: dcidos hidroxicinamoiltartdricos (HCTA),
acidos fendlicos e aldeidos; da casca: HCTA, acidos fendlicos, antocianinas, provanidinas e
proantocianidinas e flavondis; e das sementes: taninos, provanidinas e proantocianidinas,
acido gélico, catequina e epicatequina. Estas estruturas podem polimerizar e condensar
durante o processamento e envelhecimento do vinho e produzir novas estruturas. Os
compostos fendlicos desempenham uma importante funcdo nas caracteristicas
organolépticas do vinho. Em particular, os taninos conferem adstringéncia e estrutura para a
formacdo de complexos com as proteinas da saliva (FLAMINI, 2003).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: os flavondides (Figura
1) e os ndo flavondides. Os flavondides representam o maior grupo de polifendis
encontrados em alimentos (SCALBERT e WILLIIANSON, 2000), além de serem
considerados os mais potentes antioxidantes entre os compostos fendlicos (SHAHID et al.,
1992; SOOBRATTEE et al., 2005).

Os flavondides sdo moléculas com uma estrutura de dois anéis fendlicos e um

heterociclo oxigenado que ocorrem em plantas, onde estdo presentes predominantemente
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como glicosideos. Podem ser divididos em seis subclasses pela fung¢do e o tipo de
heterociclo envolvido: flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e
flavanéis (SHI et al., 2003). Também sao responsdveis pelas cores de flores, frutos e folhas,
além da atividade de regulacdio do desenvolvimento vegetal, como moduladores do
transporte polar da auxina (BUER e MUDAY, 2004).

Nas plantas, os flavondides fornecem as cores responsdveis por atrair agentes
polinizadores. Nas folhas, estes compostos possuem atividade fisiolégica na protecdo
contra patégenos e radiacdo ultravioleta B (UVB). Além disso, estdo envolvidos na
transferéncia de energia, no controle da respiracdo e fotossintese, nos hormdnios de
crescimento e na determinacdo de cardter morfologico e sexual de vegetais (CUSHNIE e
LAMB, 2005).

Em vinhos, os flavondides mais comuns sdo os flavondis (quercetina, kaempferol e
miricetina) e os flavandis (catequina, epicatequina, galocatequina, procianidinas e taninos
condensados). As antocianinas (cianina e malvidina-3-glicosidio) estdo presentes
especialmente em vinhos tintos, onde os flavondides constituem mais de 85 % dos
fendlicos totais (> 1000 mg/L), sendo que nos brancos esta porcentagem ndo chega a 20 %

(=50 mg/L) JACKSON, 1994).

Figura 1: Estrutura de flavondides (GHARRAS, 2009)
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Os flavonéis (Figura 2) s@o representados principalmente pelos compostos
kaempferol e quercitina, sendo este ultimo considerado um potente antioxidante devido a
estrutura disponivel para a atividade sequestradora de radicais livres. Estes compostos estao
presentes geralmente em baixas concentragdes em alimentos (15 a 30 mg/kg de matéria
fresca), geralmente em formas glicosiladas, sendo a maioria dos agucares glicose e
rhamnose, mas outros podem estar envolvidos, como galactose, arabinose, xilose e acido
glucurénico (GHARRAS 2009). Ademais, protegem as células vegetais dos danos causados
por fotoxidacgdo, além de ser um atrativo para insetos como abelhas, que enxergam na faixa

extrema do ultravioleta (FERREIRA et al., 2008).

OH O
Figura 2: Estrutura de flavon6is (GHARRAS, 2009)

As flavonas (Figura 3) sdo menos comuns em frutos e vegetais que os flavonois e
sdo constituidas principalmente de glicosideos de luteolina e apigenina. Estes flavonéides
absorvem na faixa do ultra-violeta, repelindo todo o restante do espectro da luz solar,
resultando, em algumas flores, a coloracdo branca e em outras amarela (FERREIRA et al.,

2008). Ainda, as flavonas secretadas no solo pelas raizes das leguminosas atuam como
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mediadores na interacdo das plantas com o0s micro-organismos simbiontes fixadores de

nitrogénio (THEUNIS et al., 2004).

Figura 3: Estrutura de flavonas (GHARRAS, 2009)

As flavanonas (Figura 4) estdo presentes em tomates e algumas plantas aromaticas,
como a hortela, mas elevadas concentragdes podem ser observadas em frutas citricas. Os
alimentos raramente contém quantidades significantes de flavanonas agliconas, visto que
estes compostos sdo geralmente glicosilados por um dissacarideo na posicdo sete

(MANACH et al., 2005).

Figura 4: Estrutura de flavanonas (GHARRAS, 2009)
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As isoflavonas (Figura 5) estdo presentes em produtos derivados de soja e podem
estar presentes como agliconas ou glicosideos, dependendo do tipo de processamento a qual
o produto foi submetido. Segundo Gharras (2009), a soja e seus produtos processados sao
as maiores fontes de isoflavonas da dieta humana e os teores destes fendlicos dependem das

condic¢des de cultivo e processamento.

=
I

Figura 5: Estrutura de isoflavonas (GHARRAS, 2009)

Os flavanéis (Figura 6) existem tanto na forma monomérica (catequinas), quanto na
forma de polimeros (proantocianidinas). As catequinas sdao encontradas em frutas, vinho
tinto (em concentragdes superiores a 300 mg/L), chds verdes e chocolates. A catequina e a
epicatequina sao os principais flavan6is em frutas, enquanto que a galocatequina,
epigalocatequina e galato de epigalocatequina sdo encontrados em algumas sementes de

leguminosas, uvas e chds (GHARRAS, 2009).
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OH
Figura 6: Estrutura de flavan6is (GHARRAS, 2009)

As proantocianidinas (Figura 7), também conhecidas como taninos condensados,
sdo dimeros, oligbmeros e polimeros de catequinas ligados entre os carbonos 4 e 8, ou
ainda 6. As proantocianidinas sdo os fendlicos presentes em maiores concentracdes nas
uvas, localizados principalmente em cascas e sementes. Estes compostos formam
complexos com a saliva e sdo responsaveis pela adstringéncia de frutas como maca e péra,
de bebidas como vinho, chd e cerveja e pelo amargor do chocolate. Essa adstringéncia €
alterada durante a maturacao dos frutos e desaparece no fruto maduro (GHARRAS, 2009).

As antocianinas sdo extraidas das cascas das uvas durante a fermentagcdo e sdo os
principais componentes responsaveis pela coloragdo do vinho tinto, variando durante a
maturacdo e também com o envelhecimento do vinho devido as interacOes entre as
antocianinas e outros compostos coloridos, incluindo (+)-catequina, (-)-epicatequina,
quercetina, kaempferol e dcidos fendlicos (MAZZA et al., 1999).

O perfil de antocianinas € 1til para caracterizar e determinar a origem dos produtos e
identificar possiveis adulteracdes em vinhos. Em paises onde € proibida a comercializa¢io
de vinhos nd3o produzidos com a variedade Vitis vinifera, avalia-se a presenca de

antocianina 3,5-O-diglicosidio, que € praticamente ausente nesta variedade. Ademais, o
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conhecimento sobre os taninos € importante para prever as caracteristicas de
envelhecimento do vinho e para tentar resolver problemas relacionados a estabilidade da

cor, especialmente dos vinhos com longos periodos de envelhecimento (FLAMINI, 2003).

R1
OH

HO -
SO
Z~0OH
OH
Figura 7: Estrutura de antocianidinas (GHARRAS, 2009)

Entre os nao flavondides, estdo os acidos fendlicos, benzdicos e cinAmicos € outros
derivados como os estilbenos. Os derivados de 4cidos benzodicos sdo constituidos pelos
acidos vanilico, siringico e salicilico, ligados as paredes celulares, e, principalmente, o
acido gdlico, que se encontra sob a forma de éster de flavandis. Este 4cido apresenta
elevada absorcdo, quando comparado a outros polifendis, além de considerdvel atividade
antioxidante. Os 4cidos hidroxibenzdicos (Figura 8) sdo componentes de uma complexa
estrutura como taninos hidrolisdveis e sua distribuicdo em alimentos € limitada
(GHARRAS, 2009).

Entre os derivados de dcido cinamico (Figura 9) encontram-se o 4cido ferrilico, o p-
cumdrico e o dcido caféico. Estes compostos sdo mais comuns que os acidos
hidroxibenzodicos, entretanto, sdao raramente encontrados na forma livre, exceto em

alimentos que sofreram congelamento, esterilizacdo ou fermentagdo. As formas ligadas sdao
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derivados glicosilados ou ésteres de dcido quinico, dcido chiquimico e 4cido tartdrico.
Acido quinico e caféico se combinam para formar 4dcido clorogénico, que é encontrado em
muitos tipos de frutas e em altas concentragdes no café. O 4cido caféico, livre ou
esterificado, € geralmente o mais abundante entre os 4cidos fendlicos e representa entre 75
% e 100 % do total de &cido hidroxicindmico da maioria das frutas. Os &cidos
hidroxicindmicos sdo encontrados em todas as partes da fruta, embora as maiores
concentracdes sejam verificadas na parte externa do fruto maduro. A concentragio destes
compostos geralmente diminue com o amadurecimento dos frutos, mas quantidades totais

aumentam com o aumento no tamanho dos frutos (GHARRAS, 2009).

R1
R1
0 R2 0
R2 \
OH OH
R3
Figura 8: Acidos hidroxibenzéicos Figura 9: 4cidos hidroxicinamicos
(GHARRAS, 2009) (GHARRAS, 2009)

Os estilbenos sdo encontrados apenas em pequenas quantidades na dieta humana.
Entre eles, destaca-se o resveratrol (Figura 10), que possui atividades anticarcinogénicas e
anti-inflamatdrias e efeitos em ateroscleroses (SOVAK, 2001). Segundo Gharras (2009), o
resveratrol é encontrado em pequenas quantidades em vinhos tintos: 0,3-7 mg/L agliconas e

15 mg/L glicosideos.
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Figura 10: Resveratrol (GHARRAS, 2009)

Os 4cidos fendlicos estdo localizados, principalmente, nas cascas das uvas
(JACKSON, 1994). O contato da casca com o mosto durante a vinifica¢do, a temperatura
do processamento, a presenca das sementes, do engace e das enzimas influenciam na
extracdo dos fendlicos da amostra (KOVAC et al.,1992).

Nos vinhos, os compostos fendlicos sao algumas das substancias responsaveis pela
cor, adstringéncia e amargor. Durante a maceracdo, etapa fundamental para a qualidade
aromadtica desta bebida, estes metabdlitos secundérios sao transferidos da uva para o mosto.
Como durante a fermentacdo do vinho branco as cascas e as sementes sdo retiradas logo no
inicio do processo, estas substancias encontram-se em menor concentracio quando
comparadas com o vinho tinto (MARGALIT, 2004). Segundo Jackson (1994), outras fontes
de fendlicos sdo o metabolismo das leveduras e das bactérias lacticas e a madeira dos
tonéis.

A composi¢do de flavondides de cascas e sementes de uva difere nao apenas
quantitativamente, mas também de forma qualitativa. Assim, durante a fermentacdo, a
maioria dos flavondides € liberada das cascas, e os vinhos que apresentam baixas
quantidades desses compostos sdo resultantes de periodos curtos de maceracdo. Apds a

fermentagdo, ocorre a difusdao de flavandis das sementes e, desta forma, vinhos com altas
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concentracdes destes compostos sdo obtidos apds longos periodos de maceragdo em contato
com as sementes. Isto pode ser verificado em uma solugdo alcodlica contendo sementes de
uva, em que hd um aumento progressivo do conteido fendlico apds o terceiro dia de
contato e um aumento de quase 90 % apo6s trés semanas (LOMOLINO et al., 2010).

A presenca de flavandis em vinhos € de grande importidncia para o perfil
organoléptico. Uma grande concentracdo de polifendis resulta em caracteristicas
organolépticas (adstringéncia a amargor), enquanto que altos niveis de flavandis,
especialmente mondmeros e dimeros, representam uma boa fonte de antioxidantes. A
concentracdo de catequina no vinho depende da variedade de uva, visto que algumas
apresentam altas concentracdes do seu isdmero epicatequina (LOMOLINO et al., 2010).

Além de fornecerem caracteristicas sensoriais ao vinho, os compostos fendlicos sao
responsaveis por propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas, anti-
inflamatorias, diuréticas, tranquilizantes, antidiabéticas, entre outras (JACOB et al., 2008;
JACKSON, 1994). Na Franca, a baixa incidéncia de aterosclerose e de distirbios
corondrios tem sido associada ao consumo regular de vinho pela populagcdo, em contraste
com outros paises europeus de semelhante dieta, sendo este fendmeno conhecido como
“paradoxo francés” (DIXON et al., 2002; ESTRUCH, 2000; SHRIKHANDE, 2000; MAR
e ZEISEL, 1999).

Segundo Anastasiad et al. (2010), os compostos fendlicos sdo responsdveis por
vdrios beneficios a saude devido as suas propriedades antioxidantes, visto que podem agir
na captura de radicais livres, como doadores de elétrons e hidrogénio, e quelantes de metal,

prevenindo a peroxidacdo de lipidios e danos ao DNA. Ainda, protegem as células de danos
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oxidativos e, assim, limitam o risco de desenvolvimento de doencas degenerativas
associadas ao estresse oxidativo, como a doenga de Alzheimer.

Como a composi¢ao fendlica, responsiavel pela qualidade sensorial e pelos
beneficios a saide dos consumidores, depende, entre outros fatores, da variedade da uva e
varia durante o processamento, € interessante avaliar o teor destes compostos em diferentes
variedades, além do mosto, no vinho e nos residuos gerados neste processo. Essa andlise de
fendlicos totais pode ser realizada por métodos colorimétricos e enzimaticos (BEER et al.,
2003; WALKER et al., 2003). Grande parte dos trabalhos determina o teor de fenélicos em
vinhos por métodos colorimétricos com o reagente Folin-Ciocalteu, sendo o resultado
expresso em equivalente de 4cido galico (BREKSA et al., 2010; LUCENA et al., 2010;
KATALINIC et al., 2010; VAQUERO et al., 2007a; VAQUERO et al., 2007b; ABE et al.,
2007; PAIXAO et al., 2007; BRAVO et al., 2006; FERNANDEZ-PACHON et al., 2004).
Além destes métodos, a determinag¢do da composi¢do fendlica em produtos naturais pode
ser feita por técnicas cromatograficas, que permitem a identificacdo e a quantificagdo dos
compostos fendlicos (STALIKAS, 2007).

Segundo Lomolino et al. (2010), os vinhos de uma determinada regido sdo
considerados uma expressao do territério, visto que sdo resultados de uma cultura, solo e
clima locais, caracteristicas originais, tipicas e unicas. Diante disso, surge um grande
interesse por estudos dessa biodiversidade de videiras, visando o desenvolvimento e

melhoria da qualidade destes vinhos.
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1.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ha um interesse emergente no uso de antioxidantes naturais visando a preservacao
de alimentos e a prote¢cdo contra doencgas severas, que envolvem em sua maioria danos por
radicais livres. Estes compostos podem ter um efeito benéfico como agentes profilaticos e
ha uma inversdo associada ao consumo de vegetais, frutas e vinho e o risco de doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Embora os efeitos protetores sejam atribuidos a
antioxidantes, como vitamina C, vitamina E e B-carotenos, outros fendlicos de plantas
também podem apresentar esta importante fun¢do. Além disso, restricdes quanto ao uso de
antioxidantes sintéticos como butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT) em
alimentos reforcam o conceito do uso de compostos naturais com tais propriedades
(HIDALGO et al., 2010; XIA et al., 2010; GHARRAS, 2009).

Neste contexto, materiais derivados de plantas t€ém sido avaliados como fontes de
antioxidantes ativos. Biomassa residual de atividades industriais e da agricultura sdao
matérias primas favordveis para o processamento quimico devido ao baixo custo e a
possibilidade de evitar problemas ambientais causados por sua eliminagdo. Dentre estes
residuos, os subprodutos derivados de uvas e vinhos apresentam elevado contetido fendlico,
0 que poderia ser associado a uma separacdo seletiva e recuperacdo de compostos naturais
com atividade antioxidante (AMENDOLA et al.,, 2010; LAFKA et al., 2007;
ARVANITOYANNIS et al., 2006; CRUZ et al., 2004).

De acordo com Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes impedem a formacdo

dos radicais livres; interceptam estes compostos gerados pelo metabolismo celular ou por
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fontes exogenas, evitando a formacdo de lesdes e a perda da integridade celular; e
reconstituem as membranas celulares ja danificadas.

Xia et al. (2010) relatam que a capacidade antioxidante dos fendlicos estd
relacionada a um limite de concentragdo e que acima deste limite a atividade ndo ¢é
aumentada proporcionalmente. Entretanto, além da concentracdo de fendlicos, outros
fatores afetam a atividade antioxidante, como a presenca de antocianinas, além do efeito
sinérgico dos compostos.

Ademais, o grupo quimico funcional e estrutura para compostos com atividade
antioxidante é o OH. O nimero e a posicao deste grupo no anel determina a capacidade de
flavonéis. A adi¢do de um grupo OH no nicleo do flavondide aumenta essa capacidade,
enquanto que sua substitui¢ao por grupo OCH3 a diminui (XIA et al., 2010).

A capacidade antioxidante pode ser determinada por diversos métodos
espectrofotométricos in vitro. Dentre eles, alguns sao baseados na captura de radicais livres,
como o ORAC (“oxygen radical absorbance capacity”), o ABTS (2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) e o DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), outros no
poder de reducdo do metal, como o FRAP (“ferric reducing antioxidant power”) ou na
quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipidios, como o TBARS
(4cido tiobarbitirico) e a oxidagcdo do LDL (lipoproteina de baixa densidade)
(ANTOLOVICH et al., 2002; SANCHES-MORENO et al., 1999; PAIXAO et al., 2007).

A atividade antioxidante de uvas, vinhos e residuos pode ser avaliada de maneira
eficiente pelo método do DPPHe (CATANEO et al., 2008; FERNANDEZ-PACHON et al.,
2004; BARTOLOME et al., 2004; BEER et al., 2003). Este método consiste na reducao do

radical DPPHe quando este entra em contato com um composto capaz de doar um elétron
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ou atomo de hidrogénio, alterando a cor da solucdo metandlica de DPPHe de violeta para
amarelo (SCHERER e GODOY, 2009; MILARDOVIC et al., 2006). A adi¢io do
antioxidante resulta em um decréscimo na absorbancia proporcional a concentragdo e
atividade antioxidante do composto (PAIXAO et al., 2007). Este método é um dos mais
utilizados por ser considerado simples e rapido (ANTOLOVICH et al., 2002; BRAND-
WILLIANS et al., 1995).

A molécula de DPPHe € caracterizada como um radical livre em virtude da
deslocaliza¢ao de um elétron pela molécula como um todo, o que faz com que a molécula
nao forme um dimero, como ocorre com a maioria dos radicais livres. Quando uma solugao
de DPPH € misturada a uma substancia que pode doar um dtomo de hidrogénio, ha a
formacgao da forma reduzida (1,1-difenil-2-picrilhidrazina). Um dos parametros utilizados
para a interpretacdo dos resultados do método de DPPH € a “concentracdo eficiente” ou
valor de ICs. Esta é definida como a concentra¢do do substrato que promove a redugao de
50 % da atividade do DPPH (SCHERER ¢ GODOY, 2009; MILARDOVIC et al., 2006).

Muitos estudos analisam a relacdo entre a capacidade antioxidante e o conteddo de
fendlicos totais de uvas e vinhos. Paixdo et al. (2007) verificaram que vinhos tintos t€ém
maior quantidade de fendlicos totais e maior acdo antioxidante in vitro que vinhos rosé e
branco. Soares et al. (2008) avaliaram cascas de uva Nidgara e Isabel e concluiram que a
capacidade antioxidante estd relacionada ao conteido de polifendis totais e antocianinas.

Essa relagdo também foi estudada em residuos da producdo de vinho e concluiu-se
que estes apresentam niveis de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
significativos (CATANEO et al., 2008). Estes residuos contém substancias que ndo foram

totalmente extraidas durante o processamento e que sdo de grande importancia para a
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inddstria alimenticia, podendo ser reaproveitados como fonte natural de antioxidantes

(LAFKA et al., 2007).

1.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os micro-organismos apresentam efeitos desfavordveis na qualidade, seguranca e
tempo de prateleira de alimentos. O uso de aditivos sintéticos € um dos procedimentos
adotados para prevenir este problema. Recentemente, hd um interesse crescente na
aplicacdo de extratos vegetais para prevenir esta deterioracdo ao invés de compostos
sintéticos (BAYDAR et al., 2004).

Os compostos fendlicos presentes em extratos vegetais podem afetar o crescimento
e metabolismo dos micro-organismos (DIXON e STEELE, 1999). Isto porque os
flavonoéides inibem a sintese de 4cidos nucléicos, a fun¢do das membranas citoplasméticas
e a energia do metabolismo dos micro-organismos (CUSHNIE e LAMB, 2005).

Devido a generalizada habilidade dos flavondides em inibir a esporulacdo de
patégenos de plantas, tem sido proposta sua utilizacdo contra fungos patégenos humanos
(CUSHNIE e LAMB, 2005). A atividade antibacteriana de extratos de uva e seus derivados
tem sido constantemente documentada (BROWN et al.,, 2010; YIM et al.,, 2010;
CORRALES et al., 2009; FURIGA et al., 2009; RHODES et al., 2006; BAYDAR et al.,
2004). Exemplos de flavondides detectados com atividade antibacteriana sdo quercetina,
kaempferol, flavonas, glicosideos de flavonas, isoflavonas, flavanonas, isoflavanonas,

isoflavanas, flavondis e glicosideos de flavonol (CUSHNIE e LAMB, 2005).
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Diversos métodos sdo utilizados na avaliagdo da atividade antimicrobiana, como a
técnica de difusao em 4gar, difusdao em discos de papel, técnica de macrodiluicdo e de
microdilui¢do (LIU et al., 2007; CLSI, 2002; CLSI, 2003; CLSI, 2005; CUSHNIE e
LAMB, 2005).

A atividade antimicrobiana de extratos fendlicos pode ser avaliada in vitro
principalmente pelos métodos de difusdo em placa e de dilui¢do em caldo. Os testes sdo
feitos em placas com meio dgar ou caldo, onde sdo acrescentadas diversas concentragdes
dos extratos e inoculado o micro-organismo de interesse (CLSI, 2002; CLSI, 2005).

Em particular, métodos de difusdo de flavondides podem ndo quantificar com
precisao a atividade antimicrobiana, visto que flavondides com atividade podem ter uma
baixa taxa de difusdao. Além disso, outros fatores podem ser os responsaveis pela obtenc¢ao
de resultados discrepantes, como a quantidade de in6culo. Segundo o CLSI (2002, 2005), a
quantidade de in6culo € considerada a varidvel mais suscetivel nestes testes. Outros fatores
como a quantidade e tipo de meio ou agar, tamanho dos pocos, tamanho dos discos de
papel, cepas de bactérias utilizadas e periodo de incubacdo sdo determinantes e explicam as
variacOes de resultados. Em métodos de determinacdo da concentracdo inibitéria minima, a
precipitacdo de flavondides diminui o contato entre os micro-organismos € o substrato e
pode promover resultado falso negativo, além de poder ser interpretada como um
crescimento bacteriano (CUSHNIE e LAMB, 2005).

A capacidade antimicrobiana de um agente pode ser determinada pelo tamanho do
halo de inibi¢do formado ao redor de discos de papel com extratos fendlicos depositados
sobre o meio dgar (BAYDAR et al., 2004); ou ainda pela concentracdo minima de extrato

fendlico que impede o crescimento visivel do micro-organismo (“minimal inhibitory
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concentration”, MIC). Neste ultimo caso, quando se utiliza meio caldo, sdo adicionados
reveladores, que indicam pela colorac¢io se houve ou nao inibi¢ao do crescimento do micro-
organismo (DUARTE et al., 2007).

Estas metodologias sdo utilizadas em trabalhos que comprovam o efeito
antimicrobiano de extratos fendlicos de uvas e de residuos do processamento de vinhos
diante de contaminantes de alimentos (CARNEIRO et al., 2008; VAQUERO et al., 2007a;
VAQUERO et al, 2007b; RHODES et al., 2006; OZKAN et al., 2003). Segundo
Papadopoulou et al. (2005), esta atividade também foi obtida por certos vinhos, que se
mostraram efetivos contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

Alta atividade antibacteriana in vitro contra cepas de S. aureus e E. coli e baixa
atividade contra cepas de Salmonella sp. de extratos de semente de uva desengordurada
foram verificadas por Rotava et al. (2009).

In vivo, o consumo de vinhos pode ser eficiente contra Campylobacter jejuni
(CARNEIRO et al., 2008), Listeria innocua (FERNANDES et al., 2007), bactérias Gram
(+), Gram (-) e leveduras, diminuindo significativamente o nimero de patégenos no trato
digestivo e, consequentemente, o risco de infec¢des gastrointestinais (PAPADOPOULOU
et al., 2005).

Além de atribuir a atividade antimicrobiana de vinhos aos compostos fendlicos,
alguns trabalhos sugerem que este pode estar relacionado a acdo sinérgica entre os acidos
organicos e o etanol (CARNEIRO et al., 2008), ou ainda a intera¢do dos seguintes fatores:
pH 4cido entre 3,0 e 4,0, presenca de dcidos orgénicos, teor alcodlico e quantidades totais

de diéxido sulfirico (WAITE e DAESCHEL, 2007).
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A atividade antimicrobiana e a estrutura dos compostos t€m sido relacionadas. Os
grupos 3,4,5-trihidroxifenil encontrados em epigalocatequina, epigalocatequina-3-O-galato,
entre outros, podem ser importantes para a atividade antibacteriana. Isto indica que o
nimero de hidroxilas e o grau de polimerizacdo podem ser essenciais para a atividade
antimicrobiana de compostos fenélicos (CUSHNIE e LAMB, 2005).

Assim, a avaliacao da presenca de compostos fendlicos com atividades antioxidante
e antimicrobiana em uvas e vinhos € importante devido aos beneficios para a satide que seu
consumo pode trazer. Ainda, o isolamento destes compostos de residuos da vinificacdo ou a
utilizacdo de matéria bruta podem ser tuteis na industria de alimentos, substituindo
compostos sintéticos utilizados para evitar a deterioracdo de alimentos, além de ser uma

alternativa para o descarte destes materiais organicos.
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RESUMO
A uva Maximo TAC 138-22 resulta do cruzamento entre as variedades Seibel e Syrah e
apresenta boas caracteristicas para a produ¢do de vinho como elevado grau Brix, sem a
necessidade do processo de chaptalizacdo, como ocorre com grande parte dos vinhos
produzidos no estado de Sdo Paulo. Os compostos fendlicos presentes na uva sao
transferidos para o mosto durante a vinificagdo e sdo de grande importancia nos vinhos,
pois sdo responsdveis pelas caracteristicas organolépticas e atividades bioldgicas, como
antioxidante, anticancerigenas, antibidticas, entre outras. Neste trabalho foram analisados
extratos obtidos em etanol:dgua (1:1 v/v) e em acetona:agua (1:1 v/v) de uva Maximo IAC
138-22, casca, polpa, semente, trés estdgios da fermentacao, vinho e residuos do processo
em relacdo ao contetdo fendlico por Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante pelo método
de DPPHe. Em relacdo a atividade antioxidante, nao foi verificada diferenca significativa
entre as duas extragdes para a maioria das amostras, exceto a semente e o primeiro residuo
da vinificacdo. As amostras que apresentaram os maiores teores de fendlicos e também
fortes a moderadas atividades antioxidantes definidas pelo AAI foram sementes, residuos e
cascas, o que sugere um potencial para o reaproveitamento dos residuos em substitui¢do aos

antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: uva Maximo TAC 138-22, vinificacdo, compostos fendlicos, atividade

antioxidante, DPPHe, residuos.
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ABSTRACT
Miéximo TAC 138-22 grape results from a cross between Seibel and Syrah varieties and it
has good features for the production of wine with a high Brix, without the process of
sugaring, as most wines produced in the state of Sdo Paulo. Phenolics compounds present
in grapes are transferred to the must during winemaking and are of great importance in
wines because they are responsible for the organoleptic characteristics and biological
activities, such as antioxidant, anticancer, antibiotic, among others. This study analyzed
extracts obtained with ethanol:water (1:1 v/v) and acetone:water (1:1 v/v) of Maximo IAC
138-22 grape, skin, pulp, seed, three stages of fermentation, wine, and two samples of
waste in relation to phenolics content by Folin-Ciocalteu and antioxidant activity by DPPHe
method. About antioxidant activity, there was no significant difference between the two
extractions for most samples, except for seeds and the first waste of winemaking. The
samples that showed the highest levels of phenolics and also strong to moderate antioxidant
activities, defined by AAI, were seeds, skins and wastes, suggesting a potential for the

recycling of waste to replace synthetic antioxidants.

Key-words: grape Médximo [AC 138-22, winemaking, phenolics compounds, antioxidant

activity, DPPHe, wastes.
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1. INTRODUCAO

A uva Méiximo TAC 138-22, obtida por Santos Neto, em 1946, no Programa de
Melhoramento Genético do IAC, é resultado do cruzamento entre as variedades Seibel
11342 (hibrido) e Syrah (Vitis vinifera). Esta variedade caracteriza-se por plantas bastante
produtivas, de ciclo curto a médio, vigorosas, com dois a trés cachos (médios a grandes)
por ramo e de boa resisténcia as doengas (SANTOS NETO et al., 1968 apud TERRA et al.,
1990).

As bagas desta uva apresentam tamanho médio, s@o oval-arredondadas, de
coloragdo preto-azulada, como pode ser observado na Figura 1. Apresentam boa resisténcia
a rachamentos e podriddes e possuem teores médios de acticar de 150 g/L nas regides mais
quentes. O rendimento em vinho € de cerca de 60 % (SANTOS NETO et al., 1968 apud

TERRA et al., 1990).

Figura 1. Uva Maximo IAC 138-22.
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Atualmente, o plantio desta variedade € feito em diferentes regides do Estado de Sao
Paulo. Entre os municipios, destacam-se Sao Miguel Arcanjo, Indaiatuba, Jundiai, Jarinu,
Louveira, Vinhedo, Valinhos e Monte Alegre do Sul. Por meio do manejo do vinhedo, com
a realizacdo de duas podas, tem-se a producdo durante o inverno, quando a amplitude de
temperatura, ou seja, alta durante o dia e baixa durante a noite, permite a boa maturagdo da
uva e um bom desenvolvimento dos taninos, com elevado grau Brix — acima de 20° Brix —
no qual a chaptaliza¢do, adi¢do de agtcar de cana, pode ser reduzida, permitindo a obtengao
de um vinho de graduacido alcodlica de 11° a 12° GL (MESSIAS, 2007).

O processo de transformacdo do mosto da uva em vinho é denominado de
vinificagdo e é caracterizado pela maceracdo, periodo em que a parte sélida da uva
permanece em contato com o mosto. E durante este contato que muitos componentes da
uva passam para o mosto, inicialmente por um processo de dissolucdo e depois por difusao.
O rendimento em mosto € extremamente varidvel de uma cultivar a outra e, para uma
mesma cultivar, aumentos importantes podem ocorrer dependendo da fase de maturacio da
uva utilizada, principalmente em consequéncia de precipitacdes pluviométricas intensas
(RIZZON et al., 1999).

Entre os principais componentes extraidos da uva para o mosto estdo os compostos
fendlicos e, portanto, as praticas enoldgicas podem afetar a qualidade e quantidade destes
compostos no vinho. Outros fatores que interferem na extracdo de fendlicos sdo periodos

longos de exposicdo de cascas e sementes a0 mosto a baixas temperaturas (LOMOLINO et

al., 2010).

52



Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e que
desempenham fungdes no crescimento, desenvolvimento e defesa do vegetal. Estes
compostos estdo presentes em grandes quantidades em vinhos, advindos da uva, além do
metabolismo dos micro-organismos da fermentacdo e da madeira dos tonéis durante o
envelhecimento. Os compostos fendlicos sdo responsdaveis por diversas atividades
bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdrias, entre outras (XIA et al.,
2010; GHARRAS, 2009; CUSHNIE e LAMB, 2005; FLAMINI, 2003; BRAVO, 1998;
JACKSON, 1994).

Os fendlicos presentes nas cascas das uvas sao extraidos mais rapido e facilmente
quando comparadas as sementes. Portanto, as cascas contribuem com a maior parte dos
fendlicos totais do vinho. Uma das técnicas utilizadas para aumentar o contetido fendlico é
a extensdo do periodo de maceragdo no fim da fermentacdo. Desta maneira, pode-se
aumentar o conteido de flavondides, como flavan-3-ols, resultantes principalmente das
sementes (LOMOLINO et al., 2010).

Os éacidos caféico e gdlico, que pertencem respectivamente a dcidos cindmicos e
benzdicos, sdo os fendlicos presentes em maiores quantidades em vinhos. O 4cido galico é
um composto com alta atividade antioxidante contra radicais livres. O acido caféico
localiza-se principalmente na primeira camada da casca da uva, em concentracdes 100
vezes maiores que na polpa e seu teor diminui durante o processamento do vinho. O 4cido
caféico € presente em baixas concentracdes na forma livre no vinho, devido a esterificagdo
com 4cido tartdrico, o que leva a producdo de acido caftdrico, composto facilmente oxidado

e responsdvel pelo escurecimento do vinho. O &cido caféico é um poderoso antioxidante,
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protege lipoproteinas de baixa densidade da oxidacdo (LDL) e se liga a radicais livres e
oxigénio singleto (LOMOLINO et al., 2010).

Durante o processamento do vinho, ocorre a extracdo hidroalcodlica dos compostos
fendlicos, tanto qualitativa quanto quantitativamente limitante, sendo, portanto, dificil a
obtencdo de uma extracdo completa e controlada da uva para o mosto do vinho (SOVAK,
2001). Deste modo, os residuos da vinificagcdo contém elevados teores de fendlicos totais
com atividades bioldgicas e poderiam substituir antioxidantes sintéticos, visto que
apresentariam baixos custos e a possibilidade de reducdo de problemas ambientais com seu
descarte (AMENDOLA et al., 2010; LAFKA et al., 2007; ARVANITOYANNIS et al.,
2006; CRUZ et al., 2004; MOURE et al., 2001).

Antioxidantes naturais de residuos podem ser usados na preven¢ao da peroxidacdo
lipidica de alimentos. O aumento da estabilidade de oxidagdo de Oleos vegetais €
importante para a pratica industrial e muitos testes antioxidantes sdo baseados na habilidade
de retardar ou inibir a producdo de ranco (MOURE et al., 2001). Embora os antioxidantes
naturais apresentem um poder antioxidante menor quando comparados aos sintéticos, o seu
uso ndo é limitado. Neste caso, estudos econdmicos e de toxicidade devem ser considerados
antes da aplicacdo (MOURE et al., 2001).

A avaliagdo do conteido de fendlicos e da atividade antioxidante requer uma
extragdo eficiente das amostras a serem analisadas. Diferentes extracdes com metanol,
etanol, etanol:dgua, acetona, isopropanol e acetato de etila promovem perfis de fendlicos
tanto quantitativa quanto qualitativamente diferentes. As diferentes atividades antioxidantes

dos extratos fendlicos podem ser atribuidas as diferentes polaridades que cada solvente
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apresenta, além das diferentes metodologias empregadas para a extra¢do e purificacdo dos
compostos ativos (LAFKA et al., 2007).

Extra¢des hidroalcodlicas sdo ainda mais eficientes que o préprio solvente puro,
sendo o etanol o mais utilizado, por ser um solvente polar e responsavel pela extracdo de
flavonodides e seus glicosideos, catecdis e taninos de matérias vegetais (LOMOLINO et al.,
2010)

Diversos estudos correlacionam a presenga de fendlicos a atividade antioxidante em
uvas (ANASTASIADI et al., 2010; BREKSA et al., 2010; AMICO et al., 2008), casca de
uva (KATALINIC et al., 2010), residuos da vinificacdo (ANASTASIADI et al., 2010) e
vinhos (GINJOM et al., 2011; LUCENA et al., 2010; ANASTASIADI et al., 2010;
ROUSSIS et al., 2008).

Estas determinacdes sd@o importantes visto que nao existem dados disponiveis na
literatura que facam referéncias para estas andlises em relacdo a esta uva, que € muito
utilizada na produg@o de vinhos tintos no estado de S@o Paulo. Estes conhecimentos sdo
uteis para os consumidores que buscam os beneficios do vinho para a saide e para os
produtores que procuram agregar valor de mercado a seus produtos. Como este projeto se
insere num contexto de preocupagdo com os residuos do processamento dos vinhos, serdo
avaliadas estas propriedades dos residuos, visando possiveis aplicacdes em industrias de
alimentos como antioxidantes naturais.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo quantificar os compostos fendlicos de
extratos obtidos com diferentes solugdes extratoras (etanol:dgua 1:1 v/v e acetona:dgua 1:1
v/v) da uva Méximo TAC 138-22, casca, polpa, semente, de trés etapas da vinificacdo do

vinho artesanal produzido com esta uva e de dois residuos gerados neste processamento.
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Estas amostras também foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelo método de

DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Analises de Alimentos da Faculdade

de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

2.1. AMOSTRAS

Foram avaliadas amostras de uva Maximo IAC 138-22, casca, polpa e semente, trés
estagios da vinificacdo, denominados como mosto inicial, mosto intermedidrio € mosto
final, dois residuos do processamento do vinho, denominados como primeiro e segundo
residuos, e o vinho obtido deste processo. A figura 2 apresenta o processo de obtencdo das
amostras.

Dois quilogramas de uva Maximo IAC 138-22 foram obtidos em uma propriedade
rural localizada na cidade de Itatiba/SP e congelados no dia da colheita, em 21 de janeiro de
20009. Porgdes da uva foram descongeladas de acordo com a necessidade e as cascas, polpas
e sementes da uva foram posteriormente separadas e avaliadas quanto a composi¢do
fendlica total e a atividade antioxidante. As amostras de mosto, residuos e o vinho foram
obtidos artesanalmente em uma propriedade localizada na cidade de Valinhos/SP, que
produz o vinho a partir das uvas obtidas na mesma propriedade rural localizada na cidade

de Itatiba/SP. A produgdo anual de vinho deste produtor é de aproximadamente 180 litros.
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As uvas foram esmagadas em 22 de janeiro de 2009, sendo adicionado ao mosto 30
g de levedura, 30 g de nutriente e 10 g de didxido de enxofre. O tempo de maceracao foi de
trés dias. No segundo dia, foi retirado um litro do mosto para andlise, denominado como
mosto inicial, e a primeira amostra de residuo (dois quilogramas). No terceiro dia, foi
realizada a primeira trasfega, retirando-se cascas, sementes e borra, sendo obtido o segundo
residuo (dois quilogramas).

Em seguida, o produto foi armazenado em tanques fechados apenas com respiro e
em 06 de marco de 2009 foi realizada a segunda trasfega, sendo retirado um litro de mosto,
que foi denominado como mosto intermedidrio. Nesta etapa, foi verificada uma graduagao
alcodlica de 8,9 ° GL, sendo esta corrigida para 10° GL pela adicdo de quatro litros de
alcool vinico, além de 20 g de diéxido de enxofre. Em 8 de abril de 2009 foi realizada a
terceira trasfega, sendo retirado um litro de mosto, denominado como mosto final. Em 4 de
agosto de 2009 foram realizadas a quarta trasfega e a adicdo de 2 g de diéxido de enxofre.
O vinho foi engarrafado e mantido por quatro a seis meses nestas condicdes antes do
consumo. O vinho analisado neste trabalho foi mantido nestas condi¢des por 15 meses.

Todas as amostras, exceto o vinho, foram congeladas a -20 ° C até a extragdo.
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Figura 2. Processo de obten¢do das amostras. Legenda: <—— amostras analisadas neste

trabalho; | | etapas do processo; <_——> adi¢do de componentes necessarios para a
vinificacao.

2.2. DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA E ALCOOL DAS AMOSTRAS

As amostras de uva Maximo IAC 138-22, casca, polpa, semente, mosto inicial,
mosto intermedidrio, mosto final, residuos e vinho foram submetidas a secagem em estufa a
vacuo a temperatura de 40 °C a 50 °C até a obtencdo de peso constante (Instituto Adolfo
Lutz, 2005). O teor de umidade das amostras de uva, casca, polpa e semente foi calculado
pela razdo entre a massa de dgua contida na amostra € massa de amostra umida, sendo
expresso em porcentagem. O teor de 4gua mais dlcool das amostras de mosto inicial, mosto

intermedidrio, mosto final e vinho foi calculado pela razdo entre a massa de dgua mais

alcool contida nas amostras e a massa de amostra imida, sendo expresso em porcentagem.
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2.3. EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DAS AMOSTRAS

A extragdo dos compostos fenodlicos foi realizada pela metodologia modificada de
Scherer e Godoy (2009). As amostras de uva Méaximo IAC 138-22, casca, polpa, semente,
mosto e residuos foram maceradas e submetidas a extracdo em uma solucdo etanol:dgua
(1:1 v/v) em uma propor¢do 1:10 (m/v ou v/v) amostra:solvente, com agitacao no escuro € a
temperatura ambiente por 80 minutos e, em seguida, a filtracdo a vicuo. O residuo sé6lido
foi re-extraido pelo mesmo método descrito acima. Os dois extratos obtidos foram
misturados e o solvente evaporado em evaporador rotativo (38 °C a 150 rpm) até a
obtencdo de extrato seco, denominado por “I”. Todas as amostras foram também
submetidas a extracdo em uma soluc¢do acetona:agua (1:1 v/v) em uma proporcao 1:10 (m/v
ou v/v) amostra:solvente pela metodologia descrita acima. Neste caso, o extrato seco foi
denominado por “II”. A amostra de vinho foi submetida a agitacdo no escuro € a
temperatura ambiente por 160 minutos e, em seguida, a filtracdo a vicuo, sem a adi¢do de
solvente. O rendimento do processo foi definido como sendo a massa final obtida em
funcdo da massa inicial de amostra usada na extracao em porcentagem.

Os extratos secos foram diluidos em solucao etanol:dgua (1:1 v/v) em concentragdes
conhecidas para as andlises de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. O

processo de obten¢ao dos extratos pode ser verificado na Figura 3.
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Figura 3. Processo de obtencdo dos extratos. Legenda: <—— amostras obtidas no
processo de extragdo; | - etapas do processo; <> amostra e solvente; <—
extrato final usado nas andlises.

2.4. FENOLICOS TOTAIS

O conteddo de fenodlicos totais das amostras de uva, mosto, vinho e residuos foi
determinado pelo método espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteu, utilizando
dcido gélico como padrio (SINGLETON e ROSSI, 1965). Foi feita uma curva de
calibrac¢ao do 4acido gélico e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de dcido
gdlico por g de extrato seco (mg EAG/g extrato) para todas as amostras. Uma aliquota de
0,5 mL de amostra foi adicionada a 2,5 mL de Folin-Ciocalteau 10 % em agua destilada.
Apds 5 minutos de reacdo, foram adicionados 2,0 mL de carbonato de sédio 7,5 %. A
absorbancia a 740 nm em espectrofotometro (UV 1600, Pr6-Andlise) foi medida apds 2

horas de reacdo na auséncia de luz.
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2.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método de DPPHe
(radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila), segundo Brand-Willians et al. (1995). Uma aliquota
de 0,1 mL de amostra diluida em etanol:dgua (1:1 v/v) foi adicionada a 3,9 mL de solugdo
metandlica de DPPHe 0,1 mM. Apds 90 minutos de incubacdo no escuro € a temperatura
ambiente, a absorbancia foi verificada em espectrofotometro (UV 1600, Pr6-Anélise) a 517
nm.

A atividade antioxidante foi determinada em relagdo a porcentagem de inibicdo do
radical DPPHe (I %), de acordo com a equacdo abaixo relacionada, em que ABS, é a
absorbancia do branco (0,1 mL de metanol em substituicio a amostra) e Abs; € a
absorbancia da solucdo com a amostra. A partir da curva I % versus a concentracdo da

amostra foi obtido o valor IC 50%, ou seja, a concentracdo de amostra que neutraliza 50 %

dos radicais livres da solucdo metandlica de DPPHe.

I % = [Abs, — Abs;i] x 100

Abs,

O indice de atividade antioxidante (IAA) foi calculado segundo Scherer e Godoy

(2009), de acordo com a férmula abaixo, na qual permite classificar uma amostra de acordo

com seu potencial antioxidante, como baixa, moderada, forte ou muito forte.
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TIAA = concentracido de DPPHe final (u g.mL'l)

IC 50% (ug.mL™)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o teor de umidade para as amostras de uva Maximo IAC 138-
22, casca, polpa e semente e a tabela 2 o teor de 4gua mais dlcool das amostras de mosto
inicial, mosto intermediario, mosto final, residuos e vinho.

A baga da uva é formada em geral por 6 a 12 % de casca, 2 a5 % de semente e 85 a
92 % de polpa, sendo esta ultima constituida de 65 a 85% de 4dgua e de 12 a 25 % de
acucares redutores (SOUZA et al., 2010). A uva Méaximo IAC 138-22 apresentou cerca de
78,58 % de umidade e a polpa 82,46 %. Em relacdo a variedade, colheita e grau de
maturacdo da uva, o teor de umidade estd compreendido entre 65 a 94 %. A 4gua serve de
veiculo e de solvente as diversas matérias elaboradas pela uva e € o Unico constituinte
liquido do mosto (SOUZA et al., 2010). Entre as amostras, a semente apresentou 0 menor

teor de umidade (cerca de 30,79 %).

Tabela 1: Teor de umidade.

Amostra Teor de agua (%)
Uva 78,58 £ 0,83
Polpa 82,46 + 0,17
Casca 78,62 + 0,24
Semente 30,79 £0,70
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Tabela 2: Teor de dgua e élcool.

Amostra Teor de agua + alcool (%)
Mosto inicial 85,99 + 0,04
Mosto intermediario 90,55 +0,12
Mosto final 92,54 + 0,23
1° residuo 63,24 + 0,80
2° residuo 79,90 + 0,80
Vinho 95,68 £ 0,15

Os rendimentos das extracoes I e II foram calculados e estdo apresentados na Tabela
3. Os maiores teores de rendimento foram verificados para as amostras como a uva, casca e
polpa, provavelmente devido ao elevado teor de acticar. Isto ocorre porque os solventes
alcoolicos sdo responsdveis por uma extracdo ndo seletiva com alto rendimento (SPIGNO
et al., 2007). Extracdes hidroalcodlicas de amostras de frutas ou subprodutos geram
extratos com elevadas quantidades de acucares e polissacarideos, que podem ser
purificados através de colunas C-18, por exemplo, eliminando-se agucares, dcidos ndo
voléteis e aminodcidos. Extratos purificados apresentam maiores teores de fendlicos por
grama de extrato, entretanto, este ¢ um processo caro € que pode eliminar compostos
fendlicos. Além disso, em algumas aplicag¢des industriais de extratos, a remoc¢do de agicar

nao é necessaria (SPIGNO et al., 2007).
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Tabela 3: Porcentagem de rendimento das extracdes I e IT*.

Rendimento da extracio (%)

Extratos Amostra I Amostra II
Polpa 17,16 + 1,45 19,78 £0,11°
Casca 15,07 +0,01% 12,66 + 0,44"

Semente 6,99 +0,13" 10,14 + 0,398

Uva 17,34 + 1,48° 22,46 + 1,55

Mosto inicial 13,47 + 0,48 12,55 +0,12°
Mosto intermedidrio 2,25 +0,26' 3,40 + 0,08
Mosto final 3,70 + 0,378 3,62 + 0,028

1° residuo 7,38 £0,32" 8,53 +0,88"

2° residuo 3,100,714 522+0,11"

Vinho** 4,38 + 0,09

As letras indicam rendimentos com valores estatisticamente distintos pelo
método de Tukey.

*Amostra I refere-se a extratos obtidos em solug¢do etanol:dgua (1:1 v/v) e
amostra II refere-se a extratos obtidos em solugdo acetona:dgua (1/1 v/v). **
A extracdo do vinho foi realizada sem a adicao de solvente.

A quantificacdo de fendlicos totais pelo método espectrofotométrico com reagente
Folin-Ciocalteu, utilizando acido gdlico como padrao, foi realizada para todos os extratos.
A Figura 4 apresenta a reta padrao do acido gélico, utilizada para os cédlculos do conteido
de fendlicos totais em mg de equivalente em acido gélico por grama de extrato (mg EAG/g
de extrato).

Os resultados da quantificacdo de fendlicos totais determinados para todas as
amostras em triplicata estdo apresentados na Tabela 4. Estes resultados foram submetidos
ao teste estatistico pelo método de Tukey, sendo possivel aferir que ndo houve diferenca
estatistica entre as extracdes I e Il para as amostras de polpa, casca, uva, mostos inicial,

intermedidrio e final, e segundo residuo da vinificacdo. Entretanto, o extrato da semente

64



obtido com a solucdo etanol:dgua (1:1 v/v) apresentou maior teor de fendlicos totais que o

extrato obtido em acetona:agua (1:1 v/v).

Curva padrao de acido galico
y =233,52x + 0,0031

1,5 R?=0,9994
€
S 10
<
&
8 05
<
0,0 T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006

Concentragio de acido galico (mg/mL)

Figura 4: Curva de calibracdo de acido galico pelo método
de Folin-Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Tabela 4: Conteddo fendlico total em equivalente de dcido gélico por grama de
extrato (mg de EAG/g de extrato) dos extratos I e IT*.

Conteudo fenolico total

(mg de EAG/g de extrato)

Extratos Amostra I Amostra I1

Polpa 3,86 +0,10" 381 +0,17"
Casca 55,79 + 6,83¢ 58,79 +7,22¢
Semente 136,40 + 5,29 120,67 + 6,82°
Uva 12,83 £ 0,67 14,84 +0,57"

Mosto inicial 3,72 0,34 5,10 + 0,46
Mosto intermediério 39,23 +2.10° 32,76 +0,50°
Mosto final 35,30 + 1,02° 30,45 +1,52°
1° residuo 67,33 + 1,08 72,85 + 5,62°
2° residuo 78,47 + 2,34° 74,42 +7,34°

Vinho** 41,43 +0,62°

As letras indicam rendimentos com valores estatisticamente distintos pelo

método de Tukey.

*Amostra | refere-se a extratos obtidos em solugdo etanol:dgua (1:1 v/v) e
amostra II refere-se a extratos obtidos em soluc¢do acetona:agua (1/1 v/v).

**A extracdo do vinho foi realizada sem a adicdo de solvente.
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As amostras de polpa, uva Maximo IAC 138-22 e mosto inicial apresentaram os
menores teores de fendlicos totais, como pode ser observado na Tabela 4. Nao houve
diferenca entre a quantidade de fendlicos observada nos extratos de mosto intermedidrio,
mosto final e vinho, entretanto ndo € possivel afirmar se houve alguma mudanca
qualitativa, o que poderia ser avaliado em trabalhos futuros com a identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos majoritarios de cada amostra.

Os extratos de ambos os residuos apresentaram conteudo elevado de fendlicos,
demonstrando que ndao houve a completa extracdo dos compostos da uva para 0 mosto
durante a vinifica¢ao deste vinho. Deste modo, os residuos da vinificacdo da uva Maximo
IAC 138-22 constituem uma fonte de baixo custo para a extragao de compostos fendlicos
com atividades bioldgicas que poderiam ser utilizadas pelas industrias de alimentos para a
producdo de suplementos alimentares, isolamento de ingredientes para alimentos funcionais
ou ainda para a extra¢do de 6leo das sementes com potencial antioxidante, como sugerido
por Arvanitoyannis et al. (2006) para residuos de outras uvas.

Além do conteuddo fendlico, a capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo
método de DPPHe, sendo realizada a curva padrao da porcentagem de reducdo deste radical
versus a concentracdo do extrato. Como pode ser observado na Tabela 3, os valores de R-
quadrado (r*) indicam que as curvas padrdao de cada amostra apresentaram valores lineares.
Através da equacdo da reta obtida para cada triplicata foi possivel calcular os valores de
ICsp em mg/mL (concentragdo do extrato capaz de reduzir em 50 % a solu¢do de DPPHe) e
AAI (indice de atividade antioxidante). Os resultados obtidos podem ser verificados na

Tabela 5.
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Tabela 5: Capacidade antioxidante dos extratos I e II*.

2

Extratos r ICs) (mg/mL) AAI
Polpa I 0,9906-0,9908 1,74 +0,25% 0,023 + 0,003
Polpa II 0,9844-0,9945 1,544 +0,272% 0,026 + 0,004
Cascal 0,9918-0,9967 0,0997 + 0,01 1° 0,400 = 0,044
Casca II 0,9919-0,9936 0,074 + 0,013b 0,546 + 0,088
Semente I 0,9945-0,9978 0,024 + 0,006b 1,717 £ 0,415
Semente 11 0,9915-0,9990 0,027 0,006b 1,487 + 0,300
Uval 0,9813-0,9908 0,358 + 0,025b 0,110 = 0,008
Uvall 0,9936-0,9970 0,245 + 0,023b 0,162 + 0,014
Mosto inicial 1 0,9900-0,9959 1,824 + 0,699% 0,027 £ 0,012
Mosto inicial II 0,9902-0,9999 1,438 +0,356% 0,028 = 0,007
Mosto intermediario I 0,9915-0,9992 0,154 + 0,022b 0,260 + 0,036
Mosto intermediario II 0,9940-0,9905 0,153 + 0,()()9b 0,258 = 0,015
Mosto final 1 0,9936-0,9975 0,176 = 0,042b 0,232 +0,049
Mosto final II 0,9918-0,9961 0,162 + 0,014b 0,249 + 0,023
1° residuo 1 0,9923-0,9930 0,065 + 0,009b 0,618 +0,082
1° residuo II 0,9908-0,9994 0,056 = 0,00Sb 0,717 £ 0,106
2° residuo 1 0,9950-0,9957 0,048 + 0,016b 0,912 + 0,377
2° residuo II 0,9903-0,9999 0,091 + 0,()()5b 0,432 + 0,024
Vinho 0,9903-0,9904 0,218 + 0,00Sb 0,181 = 0,007

Acido gilico

0,9914-0,9991

0,002 + 0,001°

24,555 + 1,864

As letras indicam rendimentos com valores estatisticamente distintos pelo método de
Tukey.

* Amostra I refere-se a extratos obtidos em solucdo etanol:dgua (1:1 v/v) e amostra II
refere-se a extratos obtidos em solucdo acetona:dgua (1/1 v/v).

De acordo com Gan e Latiff (2011), a acetona promove um maior rendimento de
fendlicos que o etanol, metanol, acetato de etila e hexano, o que nao foi aplicavel para as
amostras analisadas neste trabalho, como pode ser observado na Tabela 5. Neste trabalho
nao foi observado diferenca significativa entre as solugdes extratoras, portanto, € possivel
sugerir para trabalhos futuros ou para extragdes em escala industrial a extracdo

hidroalcodlica, que € menos toxica e de menor custo.
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Em trabalho realizado por Lafka et al. (2007), o extrato hidroalcodlico apresentou o
maior teor de fendlicos, entretanto este nao exibiu a maior atividade antioxidante. Extracoes
hidroalcodlicas sdo ainda mais eficientes que o proprio solvente puro, sendo o etanol o mais
utilizado, por ser um solvente polar e responsdvel pela extracdo de flavondides e seus
glicosideos, catecdis e taninos de matérias vegetais (LOMOLINO et al., 2010).

Em estudo realizado por Spigno et al. (2007) foi verificado que o rendimento de
fendlicos foi aumentado com a elevacdo da quantidade de dgua na porcentagem de etanol
de 10 para 30 %. Entretanto, ndo houve mudanca significativa na extracdo quando avaliada
concentracao de dgua em etanol de 30 a 60 %. Yilmaz e Toledo (2006) demonstraram que o
contetido fendlico de extratos etandlicos de sementes de uva aumentou com o aumento da
concentracdo de dgua de 0 a 30 %, mas se manteve constante em 30, 40 e 50 % e diminuiu
com concentragdes elevadas. Assim, seria interessante avaliar essa reducao de solvente para
extracoes das amostras analisadas neste trabalho, diante da preocupagdo com a geracido de
residuos de solventes e contaminag¢do ambiental.

Nao houve diferenca significativa para a maioria das amostras quando avaliados as
porcentagens de inibicdo de 50 % do radical DPPHe (ICsy %), entretanto foi possivel
verificar por estes valores a quantidade de extrato que promove esta reducdo. Assim,
valores menores de 1Csy % indicam amostras com atividade antioxidante superior a extratos
com ICsy % maiores. O extrato I de semente apresentou o menor ICsy % (0,024 mg/mL) e,
portanto, possui forte capacidade para capturar radicais livres. Os compostos fendlicos
responsdveis por esta atividade poderiam ser isolados e aplicados nas industrias de

alimentos e farmacéutica.
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De acordo com a classificacdo sugerida por Scherer e Godoy (2009), ambos os
extratos de polpa, uva, mosto inicial, intermedidrio e final, vinho e o extrato I de casca e o
extrato II do 2° residuo apresentaram baixa atividade antioxidante (AAI<O0,5). O extrato II
de casca apresentou atividade moderada, assim como ambos os extratos do primeiro
residuo da vinifica¢do e o extrato II do segundo residuo da vinificacdo (0,5<AAI<1,0). O
extrato I e II da semente apresentou forte atividade antioxidante (1,0<AAI<2,0) e o padrao
de 4cido gélico apresentou atividade antioxidante muito forte (AAI>2,0).

Os maiores teores de fendlicos foram verificados nos extratos de sementes, que
também apresentaram elevados indices de atividade antioxidante (AAI). As sementes
contém lipidios, proteinas, carboidratos e cerca de 5 a 8 % de polifendis, dependendo da
variedade da uva (CHEDEA et al., 2010). Os principais fendélicos encontrados nas sementes
sao mondmeros de flavan-3-ols (catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina,
epicatequina 3-O-galato), além de dimeros, trimeros e procianidinas altamente
polimerizadas e precursores de acidos fendlicos (4cido gélico). Por esta razdo, extratos de
sementes sdo considerados os antioxidantes mais potentes (CHEDEA et al., 2010). SHI et
al. (2003) também verificaram em extrato etanol/dgua 1:1 v/v de sementes os seguintes
fendlicos majoritdrios: catequina, epicatequina, dcido gélico e galato de epicatequina, que
apresentam propriedade antioxidante.

Assim, as sementes de uva Maximo IAC 138-22 poderiam ser utilizadas na indudstria
farmacéutica, apds o isolamento de compostos como proantocianidinas, que possuem
atividades farmacoldgicas e potenciais terapéuticos, como efeito cardioprotetor; e
catequinas, epicatequinas e procianidinas, que apresentam efeitos antimutagé€nicos e

antivirais (KIM et al., 2006).
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Elevados teores de fendlicos também foram verificados nos extratos dos residuos da
vinificacdo, fato que se deve a extragdo hidroalcodlica tanto qualitativa quanto
quantitativamente limitante que ocorre naturalmente durante a vinificacdo, sendo, portanto,
dificil a obtencdo de uma extracdo completa e controlada durante o processamento do vinho
(SOVAK, 2001). O extrato obtido em etanol:dgua (1:1 v/v) do segundo residuo deste
processamento apresentou teor de fendlicos totais de 78,47 mg EAG/g extrato e ICsp % de
0,048 mg/mL e atividade antioxidante moderada (AAI entre 0,5 e 1,0).

Os residuos da vinificacdo da uva Méaximo IAC 138-22 apresentaram elevados
teores de fendlicos, portanto, além do reaproveitamento destas amostras, € possivel sugerir
um aumento no periodo maceragdo. Esta a¢do poderia promover um aumento no conteido
fendlico do mosto e obten¢do de vinho com caracteristicas organolépticas mais marcantes
(LOMOLINO et al., 2010; VAZQUEZ et al., 2010). Entretanto, sdo necessarios estudos
sensoriais, pois uma extracdo em excesso poderia promover forte adstringéncia,
comprometendo a qualidade e aceitagdo do vinho.

Ademais, estes residuos apresentaram de baixa a moderada atividade antioxidante,
verificado pelo AAI, entretanto cerca de quatro a nove vezes maior que a atividade dos
extratos de uva, o que pode indicar a presenca de fendlicos advindos de outras fontes além
da uva, como o metabolismo dos micro-organismos (JACKSON, 1994). Ainda, pode ter
havido durante a fermentacao a interacdo entre compostos fendlicos e outras moléculas com
a formacdo de novos compostos, responsdveis pela estabilidade da cor e maturacdo dos
vinhos. Fatores como tempo de armazenamento, temperatura e presenca de didxido de
enxofre diminuem a concentragdo de antocianinas e aumentam o conteido de pigmentos

poliméricos (VAZQUEZ et al., 2010).
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Segundo Lafka et al. (2007), a atividade antioxidante dos residuos da vinificacdo
sdo devido a presenca de principalmente acido galico, catequina e epicatequina, além de
hidroxitirosol, tirosol, glicosideos de cianidina e varios acidos fendlicos, como o acido
caféico, 4cido vanilico e o- e p-cumarico.

Os extratos de polpa de uva Méaximo IAC 138-22 e o mosto inicial da fermentacao
apresentaram baixo teor de fendlicos e baixa atividade antioxidante. Em uvas, os fendlicos
se distribuem em cerca de 10 % ou menos na polpa (SOUZA et al.,2010). Assim, pode-se
supor que a polpa da uva Maximo IAC 138-22 pouco contribui para o contetido fendlico do
mosto inicial e o seu consumo in natura nao traz beneficios significativos para a saide em
relac@o a compostos com atividade antioxidante, se ndo for associado ao consumo da casca.

Os extratos I e II de uva Maximo apresentaram 1283 e 1484 mg EAG/100 g de
extrato, respectivamente. Através do rendimento da extracdo (Tabela 2), é possivel calcular
o teor de fendlicos na amostra imida. Assim, cerca de 5,77 g de uva imida rende 1 g de
extrato seco (I), que possui 12,83 mg de EAG, ou ainda, 222,36 mg EAG/100 g de uva
Miéximo [AC 138-22. Estes resultados sdo superiores aos encontrados para os cultivares
Nidgara Rosada IAC 766 (208 EAG/100 g de amostra), Nidgara Rosada 196-17 (214
EAG/100 g de amostra), Moscato Embrapa (65 EAG/100 g de amostra) e inferiores aos
fendlicos observados para os cultivares Syrah (385 EAG/100 g de amostra) e Merlot (337
EAG/100g de amostra) (ABE et al., 2007).

O vinho Miximo obtido neste processamento apresentou teor de fendlicos
semelhante aos extratos de mosto intermediario e final, assim como a atividade
antioxidante, diferente do esperado. Isto porque durante o envelhecimento pode ter havido a

precipitacao de alguns fendlicos, diminuindo assim o contetido e atividade bioldgica, como
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observado por Roussis et al. (2008). Além disso, este vinho nao foi armazenado em tonéis
de madeira, acdo que pode contribuir para o aumento do conteido de fendlicos em relacao
ao mosto, devido a migracao de fendlicos da madeira dos tonéis para o vinho (JACKSON,
1994).

Ademais, geralmente hd a diminui¢do do contetido de dcido caféico (composto de
elevado potencial antioxidante) durante o processamento do vinho, devido a esterificacao
com dcido tartdrico, que leva a producdo de dcido caftarico, que é facilmente oxidado e
responsavel pelo escurecimento do vinho (LOMOLINO et al., 2010).

De acordo com a Tabela 2, € possivel verificar o rendimento de vinho Maximo em
extrato seco, ou seja, um grama de extrato € obtido a partir de 22,7 mL de vinho. Assim, em
relacdo ao contetido de fendlicos totais, hd aproximadamente 182 mg EAG/100 mL de
vinho Maximo ou 1,82 g EAG/L de vinho. Majo et al. (2008) verificaram 2,72 g EAG/L de
vinho Cabernet-Sauvignon, 2,99 g EAG/L de vinho Merlot e 1,47 g EAG/L de vinho Syrah,
todos da safra de 2004. Li et al. (2009) verificaram teor de fendlicos de 1,402 a 3,130 g
EAG/L de vinho tinto, 0,741 a 1,086 g EAG/L de vinho rosé e 0,189 a 0,495 g EAG/L em
vinhos brancos.

Os extratos | e II de casca de uva Maximo [AC 138-22 apresentaram 55,793 EAG/g
de extrato e 58,789 EAG/g de extrato, respectivamente, e atividade antioxidante de baixa a
moderada. A andlise de polifendis na casca é importante porque esta € a parte da uva que
mais contribui para estes compostos no vinho (GUERRERO et al. 2009), visto que cerca de
28 a 35 % da casca € composta por estes compostos (SOUZA et al., 2010). Em cultivares
“Isabel” e “Niagara” foram encontrados valores de 219,56 a 1242,78 mg.100g" de peso

seco (SOARES et al., 2008).
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A avaliacdo de fendlicos e atividade antioxidante de cascas de uva € importante,
pois estas sdo consumidas in natura e indiretamente em sucos, geléias e vinhos. A atividade
antioxidante em termos de capacidade de redug@o de radicais livres € relativamente alta em
comparacdo com outros alimentos (BARTOLOME et al., 2004), podendo ser utilizadas
como ingredientes de suplementos alimentares e como aditivos naturais para a preservacgao

de alimentos.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que ndo hd diferenca significativa entre as
extragdes I e Il para a maioria das amostras analisadas.

Elevadas quantidades de fenodlicos foram verificados nas amostras de sementes,
residuos e casca da uva Médximo IAC 138-22, acompanhadas por elevadas atividades
antioxidantes verificadas pelo método de DPPHe.

O uso de solventes hidroalcodlicos promove extragdes nao seletivas com alto
rendimento, em alguns casos com baixo teor de fendlicos totais. Portanto, extracdes mais
seletivas ou ainda processos de purificacdo podem aumentar a capacidade antioxidante dos
extratos.

Os residuos produzidos durante a vinificacgdo da uva Maximo [AC 138-22
apresentaram quantidade elevadas de fendlicos e atividades antioxidantes moderadas.
Estudos futuros sobre a toxicidade e aplicacao destes residuos na industria de alimentos sdo

importantes para o seu reaproveitamento.
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RESUMO
A uva Maximo IAC 138-22 apresenta uma boa maturacdo e desenvolvimento de taninos com
elevado grau Brix, produzindo um vinho de qualidade superior aos produzidos no estado de
Sao Paulo. Durante a vinificagdo os componentes da uva, inclusive compostos fendlicos, sao
transferidos para o mosto, sendo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do vinho,
além de serem atribuidos a diversas atividades bioldgicas. A atividade antimicrobiana tem
especial importancia diante da crescente resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos
conhecidos, além da preocupacao atual de se substituir os aditivos sintéticos. Neste trabalho as
amostras de uva Maximo IAC 138-22, casca, polpa, sementes, trés etapas da vinificagdo
(mosto) e residuos do processo foram extraidas em etanol:dgua (1:1 v/v) e em acetona:dgua
(1:1 v/v) e submetidas a evaporador rotativo, assim como o vinho, sendo os extratos secos
avaliados em relagcdo ao contetido fendlico total e utilizados na determinagdo da concentragio
inibitéria minima (MIC) frente a bactérias Gram (+), Gram (-) e levedura C. albicans. Todas
as amostras inibiram ao menos dois dos micro-organismos estudados e cerca de 68 %
apresentaram atividade contra seis ou mais micro-organismos, sendo as Gram (+) mais
sensiveis que as Gram (-). B. cereus foi o micro-organismo mais sensivel, seguida por E. coli,
S. aureus e S. typhimurium. A levedura C. albicans foi inibida pelos extratos de sementes a
baixas concentracdes, o que pode estar relacionado ao teor de fendlicos totais elevado. P.
aeruginosa foi inibida apenas por extratos de mosto, vinho e residuos, o que pode estar
relacionado a formagdo de fendlicos durante a vinificagdo. Um aumento do contetudo fendlico
nas fases do mosto foi acompanhado por um aumento da capacidade antimicrobiana dos

extratos. O vinho apresentou atividade antimicrobiana contra todas as bactérias Gram (+) e
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Gram (-) avaliadas e os residuos da vinificagdo apresentaram elevado teor de fendlicos e

atividade antimicrobiana considerdvel, o que sugere a possibilidade de seu reaproveitamento.

Palavras-chave: compostos fendlicos, uva Maximo TAC 138-22, mosto, residuos, vinho,

MIC.
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ABSTRACT
Miéximo TAC 138-22 grape has a good maturity and development of tannin with high Brix,
producing a wine of superior quality compared to others produced in the state of Sdo Paulo.
During winemaking, grape components, including phenolics compounds, are transferred to the
must, and are responsible for the organoleptic characteristics of wine, and are assigned to
various biological activities. Antimicrobial activity is of particular importance because of
resistance of microorganisms to antibiotics, beyond the current concern to replace synthetic
additives. In this work, samples of Maximo IAC 138-22 grape, skin, pulp, seeds, three stages
of winemaking (must) and wastes were extracted in ethanol:water (1:1 v/v) and in
acetone:water (1:1 v/v) and they were dried in a rotary evaporator, as well as the wine. Dried
extracts were evaluated for total phenolic content and for determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) against Gram (+), Gram (-) and C. albicans. All strains inhibited at least
two microrganisms studied and about 68 % showed activity against six or more microrganisms
and Gram (+) were more sensitive. B. cereus was the most sensitive, followed by E. coli, S.
aureus and S. typhimurium. The yeast C. albicans was inhibited by extracts of seeds at low
concentrations, which may be related to high total phenolic content. P. aeruginosa was
inhibited only by some extracts of must and wine, which may be related to the phenolics
formed during winemaking. An increase in phenolic content in phases of the must was
followed by an increase in antibacterial activity of extracts. The wine showed antimicrobial
activity against all Gram (+) and Gram (-) and wastes showed a high phenolic content and

antimicrobial activity, suggesting the possibility of reuse.

Key-words: phenolics compounds, Maximo [AC 138-22 grape, must, waste, wine, MIC.
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1. INTRODUCAO

A uva Méiximo TAC 138-22, obtida por Santos Neto, em 1946, no Programa de
Melhoramento Genético do IAC, é resultado do cruzamento entre as variedades Seibel 11342
(hibrido) e Syrah (Vitis vinifera). Esta variedade caracteriza-se por plantas bastante produtivas,
de ciclo curto a médio, vigorosas, com dois a trés cachos (médios a grandes) por ramo e de
boa resisténcia as doencgas. As bagas tém tamanho médio, sdo oval-arredondadas, de coloracao
preto-azulada. Apresentam boa resisténcia a rachamentos e podriddes e possuem teores
médios de agucar de 150 g/L nas regides mais quentes. O rendimento em vinho € de cerca de

60 % (SANTOS NETO et al., 1968 apud TERRA et al., 1990).
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Figura 1. Uva Maximo IAC 138-22

Atualmente, o plantio desta variedade € feito em diferentes regides do Estado de Sdo
Paulo. Entre os municipios, destacam-se Sao Miguel Arcanjo, Indaiatuba, Jundiai, Jarinu,

Louveira, Vinhedo, Valinhos e Monte Alegre do Sul. Por meio do manejo do vinhedo, com a
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realizacdo de duas podas, tem-se a producdo durante o inverno, quando a amplitude de
temperatura, ou seja, altas durante o dia e baixas durante a noite, permite a boa maturacdo da
uva e um bom desenvolvimento dos taninos, com elevado grau Brix — acima de 20 ° Brix — no
qual a chaptalizacdo, adicdo de agucar de cana, pode ser muito reduzida, permitindo a
obtenc@o de um vinho de graduagdo alcodlica de 11 °a 12 ° GL (MESSIAS, 2007).

A vinificagdo é o processo de transformacao do mosto da uva em vinho, caracterizado
pela maceracio, periodo em que a parte sélida da uva permanece em contato com o mosto. E
durante este contato que muitos componentes da uva passam para o mosto, inicialmente por
um processo de dissolugcao e depois por difus@o. O rendimento em mosto é extremamente
varidvel de uma cultivar a outra e, para uma mesma cultivar, aumentos importantes podem
ocorrer durante a fase de maturagdo da uva, principalmente em consequéncia de precipitagdes
pluviométricas intensas (RIZZON et al., 1999).

No processamento de vinho, os compostos da uva sao transferidos para o mosto e para
o vinho, que contém diversos polifen6is com diferentes graus de polimerizagdo. Os compostos
fendlicos sdo responsdveis pelas caracteristicas organolépticas dos vinhos, além de
apresentarem beneficios para a saude, como propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas e antibidticas (XIA et al., 2010; GHARRAS, 2009; CUSHNIE e LAMB,
2005; JACKSON, 1994).

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos em vegetais e cujas estruturas variam de simples moléculas (dcidos fendlicos,
flavondides) a compostos altamente polimerizados (ligninas, melaninas, taninos), sendo os

flavondides o grupo mais comum e largamente distribuido entre eles (BRAVO, 1998).
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Os flavondides sdo potentes antioxidantes, sequestradores de radicais e quelantes de
metais, além de agirem na inibi¢do da peroxidacdo lipidica. Ainda, estudos epidemioldgicos
tém indicado que o elevado consumo de flavonéides pode ser associado a reducdo de riscos de
doencas cronicas, como as cardiovasculares (VAQUERO et al., 2007b).

Entre as atividades bioldgicas, a antimicrobiana tem especial importancia diante da
crescente resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos conhecidos, o que sugere a
importancia na busca de novas classes de compostos antimicrobianos. Nos dltimos anos, tem
havido um interesse crescente no uso terapéutico de produtos naturais, especialmente os
derivados de plantas, que sdo geralmente menos potentes que os antibidticos sintéticos
(RATES, 2001; CUSHNIE e LAMB, 2005; VAQUERO et al., 2007a).

Além da crescente resisténcia antimicrobiana de patégenos isolados de humanos e
animais, a crescente conscientizacdo dos consumidores sobre as substincias quimicas
utilizados como conservantes de alimentos, demonstra a necessidade de investigacdo de mais
antimicrobianos com menos efeitos colaterais na saide humana (PAPADOPOULOU et al.,
2005).

Além do uso terapéutico dos compostos antimicrobianos, estes sdo ainda importantes
para a preservacdo dos alimentos. Os micro-organismos possuem efeitos desfavordveis na
qualidade, seguranca e tempo de prateleira dos alimentos. Segundo Baydar et al. (2004), o uso
de aditivos sintéticos ¢ um dos meios utilizados para prevenir essa deterioracdo, entretanto, o
uso de extratos vegetais com esta funcdo tem aumentado, principalmente de ervas e
especiarias.

Apesar das técnicas de preservacdo de alimentos disponiveis, ainda ndo hd controle

total da contaminag@o de alimentos e da deterioracdo por micro-organismos. Uvas, vinhos e
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residuos da vinificacdo contém uma grande variedade de compostos fendlicos, que podem ser
extraidos com etanol aquoso (PESCHEL et al., 2006) e utilizados como antimicrobianos
naturais. Os compostos fendlicos podem afetar o crescimento e metabolismo de bactérias, de
acordo com sua constituicao e concentragao (VAQUERO et al., 2007b).

As cascas das uvas sdo fontes ricas de compostos fendlicos, tanto flavondides quanto
nao-flavondides. Resultados obtidos por Serra et al. (2008) indicam que extratos naturais
conttm um potencial antimicrobiano contra diversos micro-organismos superior aos
compostos isolados.

Durante o processamento do vinho, ocorre a extragdo hidroalcodlica dos compostos
fendlicos, tanto qualitativa quanto quantitativamente limitante, sendo, portanto, dificil a
obtencdo de uma extragdo completa e controlada da uva para o mosto do vinho (SOVAK,
2001). Deste modo, os residuos da vinificacdo contém elevados teores de fendlicos totais com
atividades bioldgicas e poderiam substituir antioxidantes sintéticos, visto que apresentariam
baixos custos e a possibilidade de redug¢do de problemas ambientais com seu descarte
(MOURE et al., 2001).

Virios estudos tém demonstrado a possibilidade de o consumo de vinho proteger os
individuos de doencas infecciosas de origem alimentar. Isto porque o vinho apresenta diversos
propriedades, como a presenca de etanol, pH acido e elevados niveis de compostos organicos,
acidos, dioxido de enxofre (subproduto natural do metabolismo da levedura, que pode ainda
ser adicionado durante o processo de vinificacdo) e fendlicos, que podem ter uma acgdo
antimicrobiana (FERNANDES et al., 2007; WAITE e DAESCHEL, 2007).

Os principais dcidos presentes no vinho s@o o tartdrico, o malico e o latico. Os 4cidos

organicos sdo conhecidos por possuirem propriedades antimicrobianas, mas sua eficicia
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depende da sua concentracdo, do nivel de dissocia¢do e do pH (ULJAS e INGHAM, 1999). A
maioria dos vinhos geralmente tem um pH na faixa de 3,0 a 4,0. O pH tem uma influéncia
considerdvel sobre a eficdcia dos compostos antimicrobianos. Um pH muito baixo pode causar
a perda da funcdo de enzimas de micro-organismos, entretanto, apenas este fator ndo garante a
total esterilizacdo (ULJAS e INGHAM, 1999; KOBAYASHI et al., 2000).

Diversos métodos sao utilizados na avaliagao da atividade antimicrobiana. Os testes de
disco-difusdao sdo baseados na presenca de um halo de inibi¢do, cujo didmetro deve ser
correlacionado aos valores de concentracdes inibitérias minimas (MIC) de cepas
reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos. O halo de
inibicao deve ser considerado a drea sem crescimento detectavel a olho nu (CLSI, 2003).

A metodologia do teste de sensibilidade antimicrobiana por dilui¢io em &4gar € uma
técnica em que o agente antimicrobiano € incorporado ao meio dgar, sendo que cada placa
contém uma concentragdo diferente do agente. Este método € denominado microdilui¢do,
porque envolve o uso de pequenos volumes de caldo em placas de ELISA. A MIC € a menor
concentracdo de agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do organismo
nos tubos (para a técnica de macrodilui¢do) ou pogos (para técnica de microdiluicao) conforme
detectado a olho nu (CLSI, 2005).

Nao existem dados disponiveis na literatura que facam referéncias para estas analises
em relacio a uva Miximo IAC 138-22 e ao vinho produzido a partir dela. Estes
conhecimentos sdo uteis para os consumidores que buscam os beneficios do vinho para a
saude e para os produtores que procuram agregar valor de mercado a seus produtos. Como este

projeto se insere num contexto de preocupacdo com os residuos do processamento dos vinhos,
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serdo avaliadas estas propriedades dos residuos, visando possiveis aplicacdes em industrias de
alimentos como antibidticos naturais.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo quantificar os compostos fendlicos de
extratos obtidos com diferentes solugdes extratoras (etanol:dgua 1:1 v/v e acetona:dgua 1:1
v/v) da uva Maximo IAC 138-22, casca, polpa, semente, de trés etapas da vinifica¢do do vinho
artesanal produzido com esta uva e de dois residuos gerados neste processamento. Estas
amostras também foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana pelo método de

determinac¢ao da concentragao minima inibitéria (MIC) por microdilui¢do.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Analises de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e na Divisdo de
Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas

(CPQBA) da UNICAMP.

2.1. AMOSTRAS

Foram avaliadas amostras de uva Méaximo [IAC 138-22, casca, polpa e semente, trés
estdgios da vinificacdo, denominados como mosto inicial, mosto intermedidrio e mosto final,
dois residuos do processamento do vinho, denominados como primeiro e segundo residuos, e
o vinho obtido deste processo. A figura 2 apresenta o processo de obtencao das amostras.

Dois quilogramas de uva Maximo IAC 138-22 foram obtidos em uma propriedade

rural localizada na cidade de Itatiba/SP e congelados no dia da colheita, em 21 de janeiro de
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2009. Por¢des da uva foram descongeladas de acordo com a necessidade e as cascas, polpas e
sementes da uva foram posteriormente separadas e avaliadas quanto a composi¢do fendlica
total e a atividade antioxidante. As amostras de mosto, residuos e o vinho foram obtidos
artesanalmente em uma propriedade localizada na cidade de Valinhos/SP, que produz o vinho
a partir das uvas obtidas na mesma propriedade rural localizada na cidade de Itatiba/SP. A
producgdo anual de vinho deste produtor é de aproximadamente 180 litros.

As uvas foram esmagadas em 22 de janeiro de 2009, sendo adicionado ao mosto 30 g
de levedura, 30 g de nutriente e 10 g de di6xido de enxofre. O tempo de maceragdo foi de trés
dias. No segundo dia, foi retirado um litro do mosto para andlise, denominado como mosto
inicial, e a primeira amostra de residuo (dois quilogramas). No terceiro dia, foi realizada a
primeira trasfega, retirando-se cascas, sementes e borra, sendo obtido o segundo residuo (dois
quilogramas).

Em seguida, o produto foi armazenado em tanques fechados apenas com respiro e em
06 de marco de 2009 foi realizada a segunda trasfega, sendo retirado um litro de mosto, que
foi denominado como mosto intermedidrio. Nesta etapa, foi verificada uma graduacdo
alcodlica de 8,9 ° GL, sendo esta corrigida para 10° GL pela adi¢do de quatro litros de dlcool
vinico, além de 20 g de dioxido de enxofre. Em 8 de abril de 2009 foi realizada a terceira
trasfega, sendo retirado um litro de mosto, denominado como mosto final. Em 4 de agosto de
2009 foram realizadas a quarta trasfega e a adicdo de 2 g de di6xido de enxofre. O vinho foi
engarrafado e mantido por quatro a seis meses nestas condi¢des antes do consumo. O vinho
analisado neste trabalho foi mantido nestas condi¢des por 15 meses. Todas as amostras, exceto

o vinho, foram congeladas a -20 ° C até a extracao.
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Figura 2. Processo de obtencdo das amostras. Legenda: <—— amostras analisadas neste

trabalho; | | etapas do processo; <——> adi¢do de componentes necessdrios para a
vinificagdo.

2.2. DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA E ALCOOL DAS AMOSTRAS

As amostras de uva Méaximo IAC 138-22, casca, polpa, semente, mosto inicial, mosto

intermedidrio, mosto final, residuos e vinho foram submetidas a secagem em estufa a vicuo a

temperatura de 40 °C a 50 °C até a obtencao de peso constante (Instituto Adolfo Lutz, 2005).

O teor de umidade das amostras de uva, casca, polpa e semente foi calculado pela razdo entre a

massa de dgua contida na amostra e massa de amostra Umida, sendo expresso em

porcentagem. O teor de dgua mais alcool das amostras de mosto inicial, mosto intermedidrio,

mosto final e vinho foi calculado pela razdo entre a massa de dgua mais dlcool contida nas

amostras e a massa de amostra imida, sendo expresso em porcentagem.
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2.3. EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DAS AMOSTRAS

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada pela metodologia de Scherer e Godoy
(2009) adaptada. As amostras de uva Maximo [AC 138-22, casca, polpa, semente, mosto e
residuos foram maceradas e submetidas a extracdo em uma solucdo etanol:dgua (1:1 v/v) em
uma propor¢ao 1:10 (m/v ou v/v) amostra:solvente, com agitagdo no escuro € a temperatura
ambiente por 80 minutos e, em seguida, a filtragdo a vicuo. O residuo sélido foi re-extraido
pelo mesmo método descrito acima. Os dois extratos obtidos foram misturados € o solvente
evaporado em evaporador rotativo (38 °C a 150 rpm) até a obtencdo de extrato seco,
denominado por “I”’. Todas as amostras foram também submetidas a extracdo em uma solucao
acetona:dgua (1:1 v/v) em uma propor¢do 1:10 (m/v ou v/v) amostra:solvente pela
metodologia descrita acima. Neste caso, o extrato seco foi denominado por “II”. A amostra de
vinho foi submetida a agitacdo no escuro e a temperatura ambiente por 160 minutos e, em
seguida, a filtracdo a vacuo, sem a adi¢do de solvente. A Figura 3 apresenta o processo de

obtencdo dos extratos.
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Figura 3. Processo de obtencdo dos extratos. Legenda: <—— amostras obtidas no

processo de extrag@o; | | etapas do processo; <> amostra e solvente; = extrato
final usado nas analises.

2.4. FENOLICOS TOTAIS

O conteddo de fendlicos totais das amostras de uva, mosto, vinho e residuos foi
determinado pelo método espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteu, utilizando acido
gélico como padrao (SINGLETON e ROSSI, 1965). Foi feita uma curva de calibracdo do
acido galico e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de dcido gélico por g de
extrato seco (mg EAG/g extrato) para todas as amostras. Os extratos secos foram diluidos em
solucdo etanol:dgua (1:1 v/v) em concentracdes conhecidas para as andlises de compostos
fendlicos totais. Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi adicionada a 2,5 mL de Folin-
Ciocalteau 10 % em dgua destilada. Apds 5 minutos de reacdo, foram adicionados 2,0 mL de
carbonato de sédio 7,5 %. A absorbancia a 740 nm em espectrofotometro (UV 1600, Pré-

Andlise) foi medida apds 2 horas de reac¢do na auséncia de luz.
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2.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.5.1. MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos utilizados na determinagdo da atividade antimicrobiana de todos
os extratos foram os Gram (+) Bacillus subtilis ATCC 2576, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus ATCC 6538, os Gram (-) Escherichia coli ATCC 11775, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388 e Salmonella typhimurium ATCC 14028 e a
levedura Candida albicans ATCC 10231. Os micro-organismos foram obtidos junto a

Fundaciao Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”.

2.5.2. MEIOS DE CULTURA

As bactérias foram mantidas em meio Nutriente Agar (Merck) e a levedura em meio
Agar Sabouraud Dextrose (Merck). Para os testes de atividade antimicrobiana, os extratos
secos foram diluidos nos meios de cultura Caldo Mueller-Hinton (Difco), para os testes com
bactérias e caldo RPMI-1640 (Cultlab), para os testes com Candida albicans, contendo 2,5 %

de DMSO (Synth) — dimetilsulfoxido.

2.5.3. PADRONIZACAO E PREPARO DE INOCULO

Os in6culos dos micro-organismos foram preparados transferindo-se células dos tubos
de manutencdo para frasco contendo solucdo salina (Synth) 0,9 %, esterilizada. A
concentracdo da suspensdo inicial de células foi padronizada para uma densidade Optica

correspondente a D.O. 0,5 da escala de McFarland, em espectrofotdmetro, ou seja, para uma

94



absorbancia entre 0,08 a 0,1 a 625 nm, no caso das bactérias (1,5 x 108 UFC/mL) e a 530 nm,
no caso da levedura C. albicans (5,0 x 10° UFC/mL). Em seguida as suspensdes de células
foram diluidas adequadamente nos meios de cultura, de modo a proporcionar um indculo
correspondente a 5,0 x 10° UFC/mL (bactérias) € 2,5 x 10° (levedura), em cada compartimento

da microplaca de ELISA utilizada nos testes de determinacdo da atividade antimicrobiana.

2.5.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

(MIC) PELO METODO DE MICRODILUICAO (CLSI, 2002; CLSI, 2005)

A determinagdo da MIC foi realizada conforme a técnica de microdilui¢do em placas
esterilizadas de 96 orificios. Em cada orificio foram adicionados o meio de cultivo contendo o
extrato fendlico das amostras, em concentracdes conhecidas. Em seguida foi adicionada a
suspensdo microbiana e a placa incubada a 36 °C por 24 h. No caso das bactérias, apds este
periodo foi adicionado o revelador 2,3,5-cloreto de trifenil tetrazolium (Merck) e a placa re-
incubada por 3 h na mesma temperatura. A MIC foi considerada a menor concentracdo do
extrato seco capaz de impedir o aparecimento de coloragdo vermelha. No caso da C. albicans,
a avaliacdo do crescimento foi verificada pela mudanca de coloracao do meio RPMI-1640 de

rosa para amarelo (DUARTE et al., 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o teor de umidade para as amostras de uva Maximo IAC 138-22,
casca, polpa e semente e a tabela 2 o teor de d4gua mais alcool das amostras de mosto inicial,

mosto intermediario, mosto final, residuos e vinho.
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A baga da uva é formada em geral por 6 a 12 % de casca, 2 a 5 % de semente e 85 a 92
% de polpa, sendo esta ultima constituida de 65 a 85% de dgua e de 12 a 25 % de acucares
redutores (SOUZA et al., 2010). A uva Maximo IAC 138-22 apresentou cerca de 78,58 % de
umidade e a polpa 82,46 %. Em relacdo a variedade, colheita e grau de maturacdo da uva, o
teor de umidade estd compreendido entre 65 a 94 %. A dgua serve de veiculo e de solvente as
diversas matérias elaboradas pela uva e € o tinico constituinte liquido do mosto (SOUZA et al.,

2010). Entre as amostras, a semente apresentou o menor teor de umidade (cerca de 30,79 %).

Tabela 1: Teor de umidade.

Amostra Teor de agua (%)
Uva 78,58 + 0,83
Polpa 82,46 + 0,17
Casca 78,62 + 0,24
Semente 30,79 £ 0,70

Tabela 2: Teor de dgua e élcool.

Amostra Teor de agua + alcool (%)
Mosto inicial 85,99 + 0,04
Mosto intermediario 90,55 +0,12
Mosto final 92,54 + 0,23
1° residuo 63,24 +£ 0,80
2° residuo 79,90 + 0,80
Vinho 95,68 £ 0,15

Os rendimentos das extragdes I e II foram calculados e estdo apresentados na Tabela 3.
Os maiores teores de rendimento foram verificados para as amostras como a uva, casca e
polpa, provavelmente devido ao elevado teor de agucar. Isto ocorre porque os solventes
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alcodlicos s@o responsdveis por uma extragdo nao seletiva com alto rendimento (SPIGNO et
al., 2007). Extra¢des hidroalcodlicas de amostras de frutas ou subprodutos geram extratos com
elevadas quantidades de acucares e polissacarideos, que podem ser purificados através de
colunas C-18, por exemplo, eliminando-se acucares, dcidos ndo volateis e aminodcidos.
Extratos purificados apresentam maiores teores de fendlicos, entretanto, este € um processo
caro e que inevitavelmente elimina polifendis. Além disso, em algumas aplica¢des industriais

de extratos, a remocao de aguicar ndo € necessaria (SPIGNO et al., 2007).

Tabela 3: Porcentagem de rendimento das extracoes I e II*

Rendimento da extracio (%)

Extratos Amostra [ Amostra I1
Polpa 17,16 + 1,45 19,78 £0,11°
Casca 15,07 £0,01% 12,66 + 0,44

Semente 6,99 + 0,13" 10,14 + 0,392

Uva 17,34 + 1,48° 22.46 + 1,55

Mosto inicial 13,47 + 0,48 12,55+ 0,12
Mosto intermedidrio 2,25 +0,26' 3,40 + 0,08
Mosto final 3,70 + 0,371 3,62 + 0,021

1° residuo 7,38 +0,32" 8,53 +0,88%"

2° residuo 3,10 £ 0,714 522+0,11Y

Vinho** 4,38 + 0,09

As letras indicam rendimentos com valores estatisticamente distintos pelo
método de Tukey.

*Amostra I refere-se a extratos obtidos em solucdo etanol:dgua (1:1 v/v) e
amostra II refere-se a extratos obtidos em solucdo acetona:dgua (1/1 v/v). ** A
extracdo do vinho foi realizada sem a adicao de solvente.

De acordo com Gan e Latiff (2011), a acetona promove um maior rendimento de
fendlicos que o etanol, metanol, acetato de etila e hexano, o que ndo foi aplicavel para as

amostras analisadas neste trabalho, em nao houve diferenca entre as extracdes para a maioria
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das amostras (Tabela 3). Em trabalho realizado por Lafka et al. (2007), o extrato
hidroalcodlico apresentou o maior teor de fendlicos. Extracdes hidroalcodlicas sao ainda mais
eficientes que o proprio solvente puro, sendo o etanol o mais utilizado, por ser um solvente
polar e responsdvel pela extragdo de flavondides e seus glicosideos, catecdis e taninos de
matérias vegetais (LOMOLINO et al., 2010)

Em estudo realizado por Spigno et al. (2007) foi verificado que o rendimento de
fendlicos foi aumentado com a elevacao da quantidade de 4gua na porcentagem de etanol de
10 para 30 %. Entretanto, nao houve mudanga significativa na extracdo quando avaliada
concentracdo de dgua em etanol de 30 a 60 %. Yilmaz e Toledo (2006) demonstraram que o
contetido fendlico de extratos etandlicos de sementes de uva se elevou com o aumento da
concentracdo de dgua de 0 a 30 %, mas se manteve constante em 30, 40 e 50 % e diminuiu
com concentragdes elevadas.

A quantificacdo de fendlicos totais pelo método espectrofotométrico com reagente
Folin-Ciocalteu, utilizando 4dcido gilico como padrdo foi realizada para todos os extratos. A
Figura 4 apresenta a reta padrdo do acido gdlico, utilizada para os célculos do contetdo de
fendlicos totais em mg de equivalente em 4cido gélico por grama de extrato (mg EAG/g de

extrato).
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Figura 4: Curva de calibracdo de acido galico pelo método
de Folin-Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Os resultados da quantificac@o de fendlicos totais determinados para todas as amostras
em triplicata estdo apresentados na Tabela 4. Estes resultados foram submetidos ao teste
estatistico pelo método de Tukey, sendo possivel aferir que ndo houve diferenca estatistica
entre as extracdes I e II para as amostras de polpa, casca, uva, mostos inicial, intermedidrio e
final, e segundo residuo da vinificacdo. Entretanto, o extrato da semente obtido com a solucao
etanol:dgua (1:1 v/v) apresentou maior teor de fendlicos totais que o extrato obtido em
acetona:agua (1:1 v/v).

As amostras de polpa, uva Méaximo IAC 138-22 e mosto inicial apresentaram os
menores teores de fendlicos totais, como pode ser observado na Tabela 4. Nao houve diferenca
entre a quantidade de fendlicos observada nos extratos de mosto intermedidrio, mosto final e
vinho. Os extratos de ambos os residuos apresentaram contetido elevado de fendlicos,
demonstrando que ndo houve a completa extracdo dos compostos da uva para o mosto durante
a vinificacdo deste vinho. Assim, verificou-se que os residuos poderiam permanecer por mais
tempo em contato com 0 mosto, visando a produ¢cd@o de um vinho com maior conteido de

fendlicos e possivelmente com maior atividade antimicrobiana.
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A atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir das diferentes amostras de Uva
Miéximo TAC 138-22, casca, polpa, semente, trés etapas do mosto, dois residuos e vinho foi
avaliada frente a bactérias Gram (+), Gram (-) e frente a levedura C. albicans. Os resultados
de concentra¢do minima inibitéria — MIC, expressos em mg/mL, estdo apresentados na Tabela
4, e correspondem a duplicata de cada amostra, ou seja, resultados obtidos de duas extragdes.
Para os resultados referentes a dados de MIC que diferiram para as duplicatas analisadas estdo
apresentados os valores de cada duplicata, por exemplo, MIC 9,0; 10,0 (uva em etanol para B.
cereus - Tabela 4). No caso de valores de MIC idénticos para as duplicatas foram mantidos os
dados unitdrios (MIC 8,0 — uva em acetona para B. cereus). Isto porque em cerca de 37,5 %
dos casos foram observados valores discrepantes para as duplicatas das amostras, como no
mosto final extraido em etanol que quando avaliado em relagdo a P. aeruginosa apresentou
valores de MIC de 4,0 mg/mL e >10,0 mg/mL para as duplicatas.

Estes valores discrepantes podem ser resultantes de diversos fatores. As amostras em
andlise sdo heterogéneas e, portanto, diferentes aliquotas nem sempre terdo o mesmo perfil
quimico. As diferengas nos resultados representam as caracteristicas reais das amostras e
indicam esta heterogeneidade, que acarretou na variacdo de atividade antimicrobiana.

Além disso, apds secagem dos extratos em evaporador rotativo foram observadas
diferencas quanto a viscosidade das duplicatas, o que pode ter incorrido em variagdes na
composi¢do das amostras. No entanto, tal variacdo ndo foi significativa em relagdo ao
conteddo total de fendlicos para as amostras, exceto para as sementes, cuja extragdo em etanol
resultou em um contetido superior, quando comparado a extragdo em acetona (Tabela 4).

Fatores relacionados a metodologia empregada para determinacdo da atividade

antimicrobiana podem também influenciar nos resultados, como a interagdo da amostra com o
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meio de cultura empregado nos testes, problemas com a solubilidade das amostras ou até
mesmo a cor dos extratos (Liu et al. , 2007). Outro fator que pode contribuir para a diferenca
entre os resultados € a precipitacdo de flavondides, que pode diminuir o contato entre o0s

micro-organismos e o substrato (CUSHNINE e LAMB, 2005).
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Tabela 4: Fenolicos totais (mg EAG/g de extrato) e concentragdo minima inibitéria — MIC, expressos em mg/mL dos extratos secos.

Bactérias Gram (+) Bactérias Gram (-) Levedura
Fendlicos totais (mg

AMOSTRAS** EAC/g de extrato) B. subtilis | B. cereus | S. aureus | E.coli | S.enteritidis | P. aeruginosa | S. typhimurium | C. albicans
Uval 12,83 +0,67" & 9,0; 10,0 & & < & 2,5;5,0 &
Uvall 14,84 + 0,57f * 8,0 10,0; * * * * * *
Polpa I 3,86 +0,10" & 10,0 & 10,0; * < & & &
Polpa II 3,81+0,17" * * * * * * * *
Cascal 55,79 + 6,83¢ 9,0; * 2,5;3,0 6,0 2,5;5,0 7,0; 10,0 & 7,0; 9,0 &
Casca Il 58,79 +7,22° 7,0; 9,0 3,0;4,0 5,0 4,0; 5,0 5,0; 8,0 * 7,0 *

Semente I 136,40 + 5,29 & 2,0;2,5 2,5 2,0; 5,0 3,0; 4,0 & 7,0; 8,0 0,001

Semente II 120,67 + 6,82" 10,0; * 3,0; 5,0 5,0; 10,0 | 2,5;5,0 4,0; 10,0 * 7,0; 8,0 0,001; 0,002
Mosto inicial I 3,72 +0,34" & 10,0 & 10,0; * @ & & &
Mosto inicial II 5,10 + 0,46t 7,0; * 5,0; * 4,0; * 3,0; * 10,0; * * 6,0; * *
Mosto interm. I 39,23 £2,10° 5,0 3,0; 3,5 5,0 2,5 7,0 5,0 7,0; 9,0 &
Mosto interm. 11 32,76 + 0,49° 5,0; 6,0 3,0 5,0 2,5;5,0 6,0; 7,0 4,0 8,0; 9,0 *
Mosto final I 35,30 + 1,02° 6,0 2,5; 3,0 4,0,5,0 | 1,75;2,0 6,0 4,0; * 8,0; 9,0 &
Mosto final 1T 30,45 +£1,52° 10,0 3,0; 5,0 4,0; 5,0 2,0; 5,0 6,0 3,0; 5,0 7,0; 9,0 *
1° residuo I 67,33 + 1,08 & 3,0 5,0 3,0 & & 5,0 &
1° residuo II 72,85 + 5,62¢ 8,0; * 1,75; 3,0 2,5; 3,0 2,5; 3,0 * 10,0; * 6,0 *
2° residuo I 78,47 +2,34° 7,0; * 1,75; 3,0 2,0; 1,5 3,0 10,0; * 6,0; 10,0 6,0 &
2° residuo II 74,42 +7,34¢ 6,0 2,5 2,5 2,5 8,0 5,0 6,0 *
Vinho 41,43 £0,62° 7,0 3,5 6,0 5,0 8,0 10,0 10,0 &

*valores de MIC > 10,0 mg/mL
**Amostra | refere-se a extratos obtidos em solugdo etanol:dgua (1:1 v/v) e amostra II refere-se a extratos obtidos em solugcdo acetona:dgua (1:1 v/v).
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De acordo com os dados da Tabela 4, todas as amostras inibiram ao menos dois
dos micro-organismos estudados, tendo sido observada agdo tanto contra bactérias
Gram (+) como contra Gram (-). Entretanto, aproximadamente 68 % das amostras
apresentaram atividade antimicrobiana contra seis ou mais micro-organismos, com
exce¢do da polpa II, que ndo apresentou atividade e continha também baixo teor de
fendlicos totais.

Em relagdo a suscetibilidade das bactérias frente aos extratos analisados, B.
cereus foi a bactéria mais sensivel, tendo sido inibida por todos os extratos a valores de
MIC que variaram entre 1,75 mg/mL e 10,0 mg/mL, exceto pelo extrato em acetona de
polpa de uva Maximo IAC 138-22. A maioria dos extratos foi também capaz de inibir
E. coli, S. aureus e S. typhimurium.

Acido especifica sobre a levedura C. albicans foi observada para os extratos
obtidos de sementes, que apresentaram forte atividade anti-Candida, inibindo a levedura
a baixas concentragdes (0,001 a 0,002 mg/mL), que poderiam ser utilizados para a
producdo de antibidticos contra este patdgeno. Segundo Dasilva et al. (1991) e Prierur et
al. (1994), sementes de uva possuem dimeros e trimeros de epicatequina, metabdlitos
secunddrios com alta atividade antimicrobiana, inclusive contra patdgenos de alimentos.

Corrales et al. (2009) verificaram um efeito favoravel na aplicacdo de extratos de
sementes de uva em filmes de amido de ervilha utilizados para cobrir carnes, devido a
atividade antimicrobiana destes extratos. Os extratos de sementes de uva Maximo IAC
138-22 avaliados neste trabalho também apresentaram atividade contra bactérias Gram
(+) e Gram e seu uso poderia aumentar do periodo de prateleira dos alimentos.

Os extratos de sementes apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os
micro-organismos avaliados, exceto P. aeruginosa para ambos os extratos e B. subtilis

para o extrato em etanol. Esta atividade pode estar relacionada aos teores elevados de
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fendlicos totais, ou seja, 136,401 mg EAG/g de extrato hidroalcodlico (I) e 120,670
EAG/g de extrato em acetona (II). Estes resultados sdo importantes diante da busca de
extratos naturais com atividade antibidtica visando a substitui¢do dos promotores de
crescimento em racdo animal (ROTAVA et al., 2009).

Em relacdo ao mecanismo de ag@o foi demonstrado que compostos fendlicos
podem penetrar na membrana semipermedvel das bactérias, onde reagem com o
citoplasma ou com as proteinas celulares (CORRALES et al., 2009). Além disso, os
dcidos hidroxicinamicos e ésteres presentes nas sementes sdo menos polares que os
dcidos hidroxibenzdicos correspondentes, o que facilita o transporte pela membrana
celular. As sementes contém ainda elevadas quantidades de taninos, que podem inibir as
enzimas extracelulares dos micro-organismos. Outro fator é a complexacdo de fons
metdlicos do meio de crescimento bacteriano, o que poderia ser um mecanismo para
suas propriedades antimicrobianas.

Ainda segundo Corrales et al. (2009), a presenca de metabdlitos secundarios em
extratos de sementes € responsavel pelo efeito inibitério em Gram (+), ja que a parede
lipidica de Gram (-) seria uma barreira para a entrada de polifendis no citoplasma,
portanto nenhuma inibicio € alcangada. Entretanto, neste trabalho foi observada
atividade antimicrobiana contra os Gram (-) E. coli, S. enteritidis S. typhimurium para
extratos obtidos em etanol e acetona. Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos
por Jayaprakash et al. (2003), em que extratos de sementes de uva inibiram o
crescimento de E. coli e S. typhimurium. Estas diferencas podem ser explicadas por
diferentes métodos de extracdo e tipos de sementes utilizadas (CORRALES et al.,
2009).

A bactéria P. aeruginosa nao foi inibida por extratos obtidos em etanol e em

acetona de uva Maximo IAC 138-22, casca, polpa, semente e mosto inicial, entretanto
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os extratos de mosto intermedidrio, mosto final, vinho e residuos do processamento
apresentaram atividade antimicrobiana contra este micro-organismo. Diante disso, pode-
se supor que os fendlicos advindos da uva ndo apresentam atividade contra este micro-
organismo, mas fendlicos formados durante o processamento do vinho podem ter sido
responsdveis pela atividade observada. Sabe-se que compostos fendlicos podem
polimerizar e condensar durante o processamento e envelhecimento do vinho e produzir
novas estruturas (FLAMINI, 2003). Segundo Jackson (1994), outras fontes de fendlicos
nos vinhos sdo o metabolismo das leveduras e das bactérias licticas e a madeira dos
tonéis.

De acordo com Souza et al. (2010) as polpas de uva sdo constituidas de 65 a
85% de agua e de 12 a 25 % de agucares redutores. Os extratos de polpa obtidos no
presente trabalho mostraram a presenca de fendlicos totais, embora a atividade
antimicrobiana tenha sido observada apenas para o extrato hidroalcodlico quando
testado frente ao Gram (+) B. cereus e ao Gram (-) E. coli. Os resultados sugerem que a
presenca de fendlicos na polpa da uva Maximo IAC 138-22, cerca de 3,8 mg EAG/g de
extrato para as extragdes I e II, provavelmente foram extraidos a partir da casca da uva
durante o processo de descongelamento das amostras, que foi inevitdvel para a
separacdo das partes da uva. Além disso, os extratos da casca inibiram o crescimento de
B. cereus e E. coli a valores baixos de MIC, o que reforca esta hipdtese (Tabela 4).

Os extratos de casca de uva Maximo IAC 138-22 apresentaram contetido
fendlico elevado, 55,793 mg EAG/g de extrato e 58,789 mg EAG/g de extrato para as
extragdes em etanol e acetona, respectivamente, e boa atividade antimicrobiana foi
encontrada para a maioria das bactérias avaliadas, tanto contra Gram (+) quanto para

Gram (-). Esta atividade pode estar relacionada com o contetido fenélico. Brown et al.
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(2009) relacionaram a atividade contra o Gram (-) H. pylori a presenga de fendlicos
como quercetina, resveratrol e dcido eldgico nas cascas das uvas.

Apenas os extratos de uva I, polpa I e II e mosto inicial I ndo apresentaram
atividade contra S. aureus e os extratos de uva I e II e polpa II contra E. coli. Estes
resultados sdo importantes visto que estas espécies sdo patégenos comuns envolvidos
em uma variedade de infeccdes humanas e animais e conhecidos por apresentarem
resisténcia a certos agentes antimicrobianos utilizados na medicina humana e veterinaria
(PAPADOPOULOU et al., 2005). Assim, todos os outros extratos poderiam ser
utilizados para o isolamento de compostos e produgdo de novas drogas.

Entre as amostras de mosto é possivel observar que houve um aumento do
conteudo fendlico significativo do mosto inicial (3,725 mg EAG/g extrato para a
extragcdo I e 5,095 mg EAG/g de extrato para a extragdo II) ao intermedidrio (39,232
mg EAG/g de extrato para a extragdo I e 32,763 mg EAG/g de extrato para a extracio
II) e uma estabilizacdo nos niveis quando comparado ao mosto final (35,304 mg EAG/g
extrato para extracdo I e 30,454 mg EAG/g extrato para extragdo II). Este aumento foi
acompanhado por aumento da capacidade antimicrobiana, verificado por uma redugdo
nos valores de MIC. Um perfil parecido com o do mosto final foi encontrado para o
vinho, entretanto em alguns casos houve um aumento nos valores de MIC, indicando
uma reducdo na capacidade antimicrobiana dos extratos durante o envelhecimento do
vinho.

O vinho apresentou atividade antimicrobiana contra todas as bactérias Gram (+)
e Gram (-) avaliadas. Segundo Fernandes et al. (2007), os mecanismos responsaveis
pela capacidade antimicrobiana exibida por vinhos ndo sdo totalmente compreendidos,
entretanto, fatores como presenca de etanol, pH 4cido e elevados niveis de compostos

organicos, di6xido de enxofre e fendlicos podem ser responsdveis pela acdo
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antimicrobiana (FERNANDES et al., 2007; WAITE e DAESCHEL, 2007). Neste
trabalho, o efeito do etanol na avaliacdo da atividade antimicrobiana foi eliminado, visto
que todo o solvente da extra¢@o foi evaporado antes da andlise.

A bactéria B. cereus foi a mais sensivel frente ao extrato de vinho, com valor de
MIC igual a 3,5 mg/mL, seguida por E. coli e S. aureus, com valores de MIC de 5
mg/mL e 6 mg/mL, respectivamente. Resultado semelhante, em que a bactéria Gram (+)
S. aureus foi mais resistente a vinho que a Gram (-) E. coli, foi obtido por Mgretrg e
Daeschel (2004).

Carneiro et al. (2008) verificaram que o consumo de vinho promoveu a reducio
do ndmero de patégeno Campylobacter jejuni em modelo de estdmago humano. No
presente trabalho, o consumo de vinho Maximo pode ser associado a reducdo do
nimero de bactérias B. subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli, S. enteritidis, P.
aeruginosa e S. typhimurium. Embora estes resultados referem-se apenas a uma
avaliagdo in vitro, estes dados s@o importantes para os consumidores que buscam um
beneficio na sadde. Neste caso, estudos in vivo sao indicados para uma conclusio
definitiva.

Um vinho Méximo com atividade antimicrobiana mais forte poderia ser obtido
possivelmente com um aumento do teor de fendlicos, com o aumento do periodo de
maceracdo e envelhecimento do vinho em tonéis de madeira (ROUSSIS et al., 2008;
JACKSON, 1994).

Elevadas atividades antimicrobianas também foram observadas para os extratos
dos residuos da vinificagdo. O segundo residuo da vinificacdo apresentou atividade
contra todas as bactérias avaliadas, enquanto que S. enteritidis ndo foi sensivel a
nenhum dos extratos obtidos para o primeiro residuo. Fortes atividades foram

verificadas contra B. cereus, S. aureus e E. coli, com valores de MIC de 1,75 mg/mL,
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1,5 mg/mL e 2,5 mg/mL, respectivamente. Importante atividade também foi observada
contra o Gram (-) P. aeruginosa, principalmente pelo extrato II do segundo residuo do
processamento, com MIC de 5,0 mg/mL.

Compostos com atividade contra este micro-organismo provavelmente foram
formados durante o processamento deste vinho e incorporados aos residuos, que sdo
geralmente desprezados. Ainda, verifica-se que estes residuos apresentaram elevado
teor de fendlicos, variando de aproximadamente 67 a 78 mg EAG/g de extrato. O
mesmo foi observado por Katalini¢ et al. (2010), que sugeriram que residuos de cascas
de uva poderiam ser utilizados na formulag¢do de novos produtos alimenticios ou como
aditivos.

Alguns trabalhos sugerem que as bactérias Gram (+) sdo mais sensiveis a
extratos vegetais contendo fendlicos do que Gram (-) (CORRALES et al., 2009;
PAPADOPOULOU et al., 2005; TAGURI et al.,, 2004; JAYAPRAKASHA et al.,
2003), entretanto essa diferenga ndo foi observada por Katalini¢ et al. (2010). No
presente trabalho foi observado que 78,9 % dos Gram (+) e 67,1 % dos Gram (-) foram
sensiveis as amostras analisadas.

As atividades antimicrobianas verificadas neste trabalho sdao importantes diante
da crescente resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos usuais, utilizados tanto
no tratamento de doengas infecciosas quanto na industria de alimentos para aumentar o
tempo de prateleira dos produtos destinados a alimentacdo humana (BAYDAR et al,,
2004), além da adicdo de extratos naturais com potencial antimicrobiano em ragdo

animal, em substitui¢do aos promotores de crescimento (ROTAVA et al., 2004).
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4. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que todas as amostras inibiram ao menos
dois dos micro-organismos estudados e cerca de 68 % apresentaram atividade contra
seis ou mais micro-organismos, incluindo bactérias Gram (+) e Gram (-), sendo as Gram
(+) mais sensiveis.

Entre os micro-organismos avaliados, a bactéria B. cereus foi a mais sensivel,
seguida por E. coli, S. aureus e S. typhimurium. A levedura C. albicans foi inibida
especificamente pelos extratos de sementes a baixas concentracdes, o que pode estar
relacionado ao teor de fendlicos totais elevado.

A bactéria P. aeruginosa foi inibida apenas por alguns extratos de mosto, vinho
e residuos, provavelmente devido a presengca de fendlicos gerados durante o
processamento do vinho.

Foi possivel observar um aumento do contetido fendlico nas fases do mosto, o
que foi acompanhado por aumento da capacidade antimicrobiana dos extratos.

O vinho apresentou atividade antimicrobiana contra todas as bactérias Gram (+)
e Gram (-) avaliadas. Os extratos de residuos da vinifica¢do apresentaram elevado teor

de fendlicos e atividade antimicrobiana, o que sugere a possibilidade de

reaproveitamento.
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CONCLUSAO GERAL

e Etapas da vinificacdo da uva Maximo [IAC 138-22 foram analisadas neste trabalho e
ndo houve diferenga significativa entre o contetido de fendlicos totais extraidos com as
solucdes extratoras etanol:dgua 1:1 (v/v) e acetona:dgua 1:1 (v/v) para a maioria das
amostras;

® Amostras com elevadas quantidades de compostos fendlicos totais (sementes,
residuos e casca da uva Maximo IAC 138-22) apresentaram atividades antioxidante e
antimicrobiana significativas;

e Os residuos da vinificagdo da uva Méaximo IAC 138-22 podem ser reaproveitados
visto que os extratos obtidos apresentaram quantidades elevadas de fendlicos, atividade
antioxidante moderada e atividade antimicrobiana contra bactérias Gram (+) e Gram (-)
e levedura C. albicans.

e Sementes de uva Miximo apresentam elevado teor de fendlicos totais, forte
atividade antioxidante e valores baixos de MIC contra Gram (+), Gram (-) e levedura
Candida sp.

e O consumo de vinho Maximo pode ser benéfico para a saide dos consumidores
visto que apresentam capacidade de capturar radicais livres e atividade contra micro-

organismos Gram (+), Gram (-) e anti-Candida, ambas in vitro.
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PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS
e Identificagdo, quantificacdo e isolamento dos compostos fendlicos majoritarios
presentes em cada extrato;
e Avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana in vitro dos compostos
1solados;
e Avaliag¢do da biodisponibilidade dos compostos fendlicos presentes principalmente
na uva Maximo IAC 138-22 e no vinho Maximo, amostras dentre as avaliadas que sdo
diretamente consumidas;
e Avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana in vivo e o efeito de seu
consumo em humanos;
® Aplicacdo dos extratos com atividades antioxidante e antimicrobiana em alimentos
para avaliar o tempo de prateleira e andlise sensorial;
e  Alteracdo no processamento do vinho Maximo visando a obteng@o de teor de
fendlicos sem prejuizo para as caracteristicas organolépticas;
e Estudos de aplicacdo dos extratos dos residuos obtidos na vinificacio da uva

Maiximo IAC 138-22.
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ANEXOS
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Anexo I: Propriedade rural com plantio de uva Maximo IAC 138-22

Foto da propriedade rural localizada na cidade de Itatiba/SP, onde as amostras de uva

Maximo TAC 138-22 analisadas neste trabalho foram obtidas.
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Anexo II: Uva Maximo IAC 138-22

Foto obtida em 15 de maio de 2011 de uva Mdiximo IAC 138-22 cultivada na
propriedade rural localizada na cidade de Itatiba/SP.
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Anexo III: Producao de vinho Maximo.

Foto da propriedade localizada na cidade de Valinhos/SP onde foi realizada a
vinificacdo do vinho Mdiximo, sendo obtidas as amostras de mosto inicial, mosto

intermediario, mosto final, residuos e vinho.
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