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RESUMO

A viticultura € uma atividade de grande importane@nomica para 0 pais,
destacando-se a sustentabilidade da pequena plageie o desenvolvimento territorial
associado as atividades ligadas ao turismo. Nosadtanos, esta atividade tem gerado
emprego em grandes empreendimentos que produzes devanesa e uvas para
processamento. A quantidade de residuos geradogspamratividade, se nao forem
devidamente tratados, podem causar severas conse&gl@o meio ambiente, poluindo
o solo e contaminando as fontes de agua. Consateranmportancia da busca de
alternativas a destinagdo de residuos da viti@yltaiom énfase aos paradigmas de
cultivo organico, determinou-se a atividade antiéa@na em diferentes extratos de
engacgo, casca e folha na perspectiva de sua &micagno produtos desinfetantes ou
antissépticos em situacfes-problema especificosagitle e em producdo animal, bem
como em situacdes de agregacdo de valor a matéria-gesta origem, em sistema de
agroindustria familiar ou de pequeno porte. AtragiésTestes de Diluicdo em Sistema
de Tubos Mdultiplos obteve-se a concentracdo inilkiténinima e a concentracao
bactericida minima, a intensidade de atividade debicdo bacteriana
(IINIB/Bacteriostasia) e a intensidade de atividade inativacdo bacteriana
(IINAB/Bactericidia) de extratos etandlicos e higtfanolicos de engaco, casca e folha
de videiras de trés cultivares diferentes (‘Bord®abel’ e ‘Moscato’). As amostras
foram coletadas em fevereiro e marco de 2011, nuaipio de Bento Goncgalves/RS.
Os inéculos bacterianos padronizados de interesterivario utilizados foram:
Staphylococcus aureugATCC 25923), Enterococcus faecalisStATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229), e Salmonella Enteritidis (ATCC 13076).
Paralelamente a atividade antibacteriana, o teguatiéendis totais e de antocianinas
dos extratos dos diferentes residuos foram queandifis. Também foram realizados
testes de decocto com os residuos dos trés cekligmiecionados, porém este método
de extracdo dos principios ativos ndo apresentobhumea atividade antibacteriana. A
atividade antibacteriana dos extratos com melhsultado foi obtido pela extracédo
etandlica, superior aos extratos hidroetandlicasuvé diferenca significativa entre os
cultivares analisados e quanto aos tipos de resjideodo o extrato etandlico de engaco
do cultivar ‘Bordd’ que apresentou melhor resulta#s bactérias Gram-negativas
foram mais sensiveis aos extratos etanodlicos edtanolicos, enquanto que a bactéria
mais resistente foBtaphylococcus aureusndependente dos residuos utilizados. Em
relacdo ao teor de compostos fendlicos, o extrnoéco do cultivar ‘Bordd’ foi
significativamente superior, sugerindo uma relagf@eta entre a concentracdo de
polifendis totais e a atividade antibacteriana atremla. As antocianinas foram
encontradas somente nos extratos etanolicos eekéah@icos de cascas; exceto para o
cultivar ‘Moscato’. Residuos da viticultura, em esjpl o engaco, mostrou grande
potencial a ser utilizado como fonte de fendis pamedutos desinfetantes a serem
utilizados na producéo animal e/ou agroinddstmailfar.

Palavras - chave:Residuos da viticultura, engaco, atividade antéyaota, compostos
fendlicos, antocianinas.



TITLE: Prospecting for activity antibacterial of residuas the viticulture from the
perspective of disinfection and antisepsis appliednealth and livestock production,
as well as the family agroindustry

ABSTRACT

Viticulture is an activity of great economic impamte for the country,
highlighting the sustainability of small propertyé territorial development linked to
tourism-related activities. In recent years, thistieity has generated employment in
large enterprises that produce table grapes andogsafor processing. The amount of
residues generated by this activity, if not propetreated, can cause severe
consequences to the environment, polluting theasall contaminating water sources.
Considering the importance of the search for alatires to waste disposal of
viticulture, with emphasis on the paradigms of amngafarming, it was determined the
antibacterial activity in different extracts of #ta, bark and leaf in view of its
application as disinfectants or antiseptics in pgesh situations specific health and
animal production as well as in situations of adgwalue to the raw material of this
origin system in agro family or small business.dugh Test Dilution System Multiple
Tubes obtained the minimum inhibitory concentratiand minimum bactericidal
concentration, the intensity of bacterial inhibitiactivity (IINIB/Bacteriostasia) and
intensity of bacterial inactivation (IINAB/ Bacterdia) ethanolics extracts and
hydroethanolics of stalks, bark and leaf vines e¢hdéferent cultivars (‘Bordd’, 'Isabel’
and 'Moscato’). Tests were made of decoction wasidues of the three selected
cultivars, but this method of extraction of actipenciples showed no antibacterial
activity. The samples were collected in Februarg &earch 2011, in the city of Bento
Gongalves/RS. The bacterial inocula standardizegriveary interest selected were
used: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enteonso€aecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229) and Salmonella Etigis (ATCC 13076). Alongside
the antibacterial activity, the content of totallygshenols and anthocyanins extracts of
different residues were quantified. The antibaeteactivity of the extracts with best
result was obtained by ethanolic extraction, higttean the hydroethanolic extraction.
There were significant differences among cultivansllyzed and the type of residue,
and the ethanolic extract of grape stalk of thetieal 'Bordd" which shows better
result. Gram-negative bacteria are more sensitvéhie ethanolic and hydroethanolic
extracts, while the bacteria more resistant Stapbytcus aureus was independent of
the residues materials. Regarding the content @nphc compounds, the ethanolic
extract of the cultivar '‘Bordd’ was significantljgher, suggesting a direct relationship
between the concentration of phenolic compounds amdacterial activity found.
Anthocyanins were only found in ethanolics extractd hydroethanolics barks, except
for the cultivar 'Moscato'. Residues of viticulturespecially stalks, showed great
potential to be used as a source of phenols fanfdistant products for use in animal
production and/or agroindustry family.

Key - words residues of viticulture, grape stalk, antibactdractivity, phenolic
compounds, anthocyanins.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Iniciais

A Vviticultura é uma atividade de grande importane@ndmica para o pais,
destacando-se a sustentabilidade da pequena plageie o desenvolvimento territorial
associado as atividades ligadas ao turismo. Nosadtanos, esta atividade tem gerado
emprego em grandes empreendimentos que produzes devanesa e uvas para
processamento (MELLO, 2011).

Embora a producdo de vinhos, suco de uva e desvddouva e do vinho
também ocorra em outras regiées, a maior concéatrasta no Rio Grande do Sul,
onde séo elaborados, em média anual, 330 milhdésatede vinhos e mostos (sumo
de uvas frescas que ainda ndo tenham passadorpe&sgo de fermentacdo) (MAPA,
2013).

De acordo com os dados estatisticos disponiveponal do IBGE, em 2011
houve aumento de 12,97% na producéo de uvas nd Bragstado do Rio Grande do
Sul apresentou aumento de 19,76% (MELLO, 2011)refarito, em 2012 houve
reducdo de 0,52% na produgédo de uvas no Brasilretagcdo ao ano de 2011,
totalizando 1.455.056 toneladas (SOUZA, 2013).

No Rio Grande do Sul, a Serra Gaucha é a princggafio produtora, sendo a
cidade de Bento Gongalves conhecida como “a cdpitdileira do vinho” (CIC BG,
2011). A viticultura na Serra Gaucha estabelecea-partir da colonizagéo italiana,
iniciada em 1875, como atividade tipicamente ddcaljura familiar que envolve,
atualmente, mais de onze mil propriedades viticgRORTUGAL e PALACIOS,
2012).

Atualmente a viticultura vem se destacando tambamegido do Vale do Rio
Séo Francisco. Os estados de Pernambuco e Baéia deta fatia do mercado nacional
que gera diretamente milhares de empregos no \dafad Francisco, Unica regido do
mundo que produz duas safras e meia por ano (MANNCOOMER, 2006).

A quantidade de residuos organicos gerados por astalade, incluindo
bagaco, engaco, borra, entre outros, se nao foemdainente tratados, podem causar

severas conseqiéncias ao meio ambiente, poluisddoce contaminando as fontes de
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agua. O acumulo destes residuos em local Unico podificar o solo ocasionando

baixo rendimento produtivo da lavoura. O engacondaaseparado por maquina
apropriada, (desengacadeira) representa cerc® @435% da vindima em peso e 30%
em volume (DA SILVA, 2003; MELO, 2010). Na safra @911 foram gerados

aproximadamente, 28,4 milhdes de kg de engacostad@do Rio Grande do Sul.

Diferentes plantas com indicativo etnografico medi; condimentar ou
aromatico, submetidas a diferentes formas de édragem demonstrando atividade
antibacteriana ao serem confrontados com agentezooeoses comdalmonella,
Staphylococcus, Listeria, Rodococcus, Escherictimterococcus inclusive em
situagbes com alimentos de origem animal. O grupgelsquisa dos alimentos de
origem animal, pertencentes ao Diretorio/CNPq, sgr&a resultados de triagem
promissores neste sentido, publicados segundo CARNA et al (2005, 2006),
SOUZA e WIEST (2007), AVANCINIet al (2008a, b), WIESTet al (2009a, b, c),
MAJOLO (2009), PASSOS8t al (2010), MACIEL (2011).

Considerando a importancia da busca de alternadivistinacdo de residuos da
vitivinicultura, com énfase aos paradigmas de woltrganico, objetivou-se prospectar
a atividade antibacteriana em diferentes extratesfalhas, engaco e casca nha
perspectiva de sua aplicacdo como produtos demsmést ou antissépticos em situacdes-
problema especificos em salude e em producdo anreal,como em situacfes de
agregacao de valor a matéria-prima desta origensistema de agroinddstria familiar

ou de pequeno porte.

1.2 Exposicdo do problema de pesquisa

Qual a eficacia da atividade antibacteriana dogatd de residuos da
vitivinicultura (engaco, casca) e folhas da viddirante as seguintes bactérias de
interesse veterinarioStaphylococcus aureuATCC 25923), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433), Escherichia coli(ATCC 11229) eSalmonella Enteritidis (ATCC
13076)?
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1.3 Hipdteses

Espera-se que extratos de diferentes residuodidaltura (engaco, casca) e folhas
de videira, apresentem atividade antibacterianatigal sobre bactérias de interesse
veterinario, Gram-positivas e Gram-negativas; senglossivel determinar as
Concentragfes Inibitorias Minimas (CIMs) e Conagiies Bactericidas Minimas
(CBMs), e que essa atividade possa ser expresseeqiia Intensidade de Atividade de
Inibicdo (IINIB) ou da Intensidade de Atividade ldativacao (IINAB).

Espera-se encontrar diferencas  significativas  natensidade de
inibicdo/inativacao bacteriana: dos extratos derdiftes residuos da viticultura (casca,
engaco) e folhas, obtidos pelos seguintes métoelextiacdo: etanodlica, hidroetandlica
e também, através de decocto.

Espera-se que exista diferenca significativa mmses totais de fendis e de
antocianinas das amostras analisadas (casca, emgdotha), dos trés diferentes
cultivares selecionados (‘Bordd’, ‘Isabel’ e ‘Mosay

Espera-se que a atividade antibacteriana encontnadadiferentes extratos
apresentem correlagdo positiva com os compostotides totais e com as antocianinas
quantificadas.

A atividade antibacteriana dos extratos de residaosgticultura (engaco, casca)
e folhas da videira, espera-se ser seletiva quaptesenca/auséncia de suporte (pano e
madeira); ser seletiva quanto a matéria organiesafente (leite integral e albumina
sérica bovina), simulando sujidades em agroindifdriliar.

1.4 Objetivo geral

Prospectar a atividade antibacteriana dos residaosticultura na perspectiva
da desinfeccdo e antissepsia aplicadas a sauderedacdo animal, bem como a

agroindustria familiar.
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1.5 Objetivos especificos

Os objetivos especificos a serem alcancados aointgroe pesquisa sao:
determinarin vitro as Concentracfes Inibitorias Minimas (CIMs) e risidade de
Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIBs), Concemides Bactericidas Minimas
(CBMs) e Intensidade de Atividade de InativacéotBaana (IINABs) de decocto e de
extratos etanolicos e hidroetandlicos de residelngago, casca) e folhas de videiras em
cultivo organico, provenientes de uvas tinta e dmarde trés cultivares (‘Bordd’,
‘Isabel’, ‘Moscato’).

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratostéea padrdes internacionais
ATCC (Americam Type Culture CollectipnStaphylococcus aure®TCC 25.923),
Entercoccus faecaligATCC 19.433),Escherichia coli(ATCC 11.229),Salmonella
Enteretidis (ATCC 13.076), quantao tempo de exposicags’, 15, 30’ e 60);
presenca ou auséncia de supdpano, madeira); presenca ou auséncia de matéria
organica(leite integral, albumina sérica bovina).

Determinar a correlacdo entre compostos fendliotast e antocianinas (3-D-
glicosideo cianidina) com a atividade antibactexiancontrada nos extratos etanélicos
e hidroetandlicos dos diferentes residuos (engegsca) e folhas provenientes de

videiras em cultivo organico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Viticultura

A viticultura é uma atividade economicamente im@ate no mundo
globalizado. No Brasil destaca-se pela sustendoié de pequenas propriedades e, nos
altimos anos, tem se tornado importante tambémenac§o de emprego, em grandes
empreendimentos para produgcdo de uvas de mesa € para processamento
(EMBRAPA, 2009; MELLO, 2011).

A viticultura brasileira ocupa, atualmente, area &L mil hectares, com
vinhedos desde o extremo Sul até regides proxinhasha do Equador (MAPA, 2013).

A producdo de uvas é da ordem de 1,2 milhGes ddamas/ano. Deste volume, cerca
de 45% € destinado ao processamento, para a eldbodg vinhos, sucos e outros
derivados, e 55% comercializado como uvas de mesa.total de produtos
industrializados, 77% s&o vinhos de mesa e 10%wéws de uva, ambos elaborados a
partir de uvas de origem americana, especialmanitares deVitis labrusca, Vitis
bourquinae hibridos interespecificos diversos. Cerca de 188 vinhos finos,
elaborados com castas \dis viniferg o restante dos produtos industrializados, 1% do
total, sdo outros derivados da uva e do vinho. @&garte da producéo brasileira de
uvas e derivados da uva e do vinho sédo destinamloseacado interno. O principal
produto de exportacdo, em volume, € o0 suco de samjo cerca de 15% do total
destinado ao mercado externo; apenas 5% da prodigcéivas de mesa é destinada a
exportacdo e menos de 1% dos vinhos produzidox@@ercializados fora do pais
(MELLO, 2011).

De acordo com Schroeder (1991), a historia do viebmo sucede a qualquer
outro assunto suficientemente antigo e importaeta, as origens perdidas nas brumas
da Pre-Histdria e, consequentemente envolta enaseridbulacées e mistérios. A uva
precedeu o Homem e a evidéncia seria a descolefftagsskeis reproduzindo folhas de
parreira. Nao eram, evidentemente, folhasvdes vinifera seriam antecessoras mais
rudimentares da vinifera, responsavel pelos gravidéss atuais. E valido denotar que
a uva € uma das frutas de maior producdo mundimh mais de 67 milhdes de
toneladas ao ano, cultivada principalmente na dade Vitis vinifera que € a mais
utilizada para a producéo de vinhos e para a pémdde passas. (DE OLIVEIRA,
2010).



21

Ha registros detalhados dos métodos egipcios tieital producéo e transporte
de vinho em pinturas como o da tumba de Nakht (E500), na antiga Tebas. Muitas
técnicas ilustradas ainda sao usadas atualmert#H@®'$, 2008).

Fig. 01 Gravura de Leonardo Posenato — (Vinicola Salton)

Pintura da tumba de Nakht (1500 a.C.), na antigea3 e

Historicamente, a viticultura brasileira comecourador de 1532 na Capitania
de S&o Vicente, atual estado de Sao Paulo, estahdl®se alguns anos depois nos
estados da Bahia e Pernambuco. Especula-se queéuguss Bras Cubas, considerado
0 primeiro vitivinicultor em terras brasileiraspba elaborado vinho por volta de 1535.
No final do século XVII a viticultura surge nosa$bs de Minas Gerais, Mato Grosso e
Goiés; porém, com a expansdo do cultivo da caregdear e do café, praticamente
desaparece. Por volta de 1830 a 1840, surgiram agdades americanas,
principalmente a ‘Isabel’, mais rusticas que asedades d&/itis viniferaeuropeias, as
guais juntamente com a chegada de imigrantesritaljgprovocaram o ressurgimento da
viticultura no estado de Sao Paulo, adquirindoi@gtiva importancia econémica na
segunda metade do século XIX. No comeco do sécdlo Xultivar ‘Isabel’ comecou a
ser substituido pelo cultivar ‘Niagara Branca’,ymoiente dos EUA, sendo usada como
uva de mesa, e pela ‘Seibel’, de origem francesa paificacdo. Em 1933, no
municipio de Jundiai, em consequéncia de mutac@tdtsta em uma planta de
‘Niagara Branca’, surgiu a variedade ‘Nidgara RaSadue transformou toda a
estrutura viticola do estado de Sao Paulo, tornandanaior produtor de uva de mesa
do Brasil da época (MIELE, 2003; POMMER, 2003).
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O cultivo da videira no estado do Rio Grande do@oalvavelmente originou-se
com as missfes jesuitas, oriundas da Espanhadap de 1626. Entretanto, alguns
autores atribuem a plantacdo da viticultura nestiide aos imigrantes provenientes das
llhas dos Acores, que colonizaram a regido de Paggre entre 1732 e 1773. Desta
maneira os vinhedos do Rio Grande do Sul iniciasancom variedades d¢itis
vinifera, de origem espanhola, seguidas depois pelas pedag, francesas, italianas.
Com o aparecimento de cultivares americanos, rept@s$os principalmente por
‘Isabel’, esses estabeleceram absoluta dominaobra s demais, situacéo que persiste
atualmente. Novamente, a interagao entre a imigrigiana e o cultivo das variedades
americanas foi responsavel pela fase aceleradapda®fo da viticultura verificada a
partir de 1870 a 1875, no estado do Rio Grandeutl(P®MMER, 2003).

A espécie mais cultivada no mundo é&/ias vinifera também conhecida
como uvas europeias ou uvas finas. A segunda esmdgi importancia pela area
cultivada no mundo é ¥ditis labrusca O niamero de variedades cultivadas desta espécie
limita-se a algumas dezenas. As uvad/déabruscasdo utilizadas para consunto
naturae para processamento, em especial para a elabatagwo de uva; em alguns
paises da América e da Asia também s&o elaboradbesvcom uvas labruscas. O
cultivo deVitis bourquinalimita-se a poucos cultivares e esté restritowecps zonas de
cultivo. O numero de variedades cultivadas/dis rotundifoliatambém é pequeno, e
seu cultivo comercial tem importancia apenas notréeul dos Estados Unidos. Os
cultivares destas espécies, assim como cultivaleslbs interespecificos, sao todos
classificados, no Brasil, como uvas comuns (CAMARGQL1).

A viticultura € uma atividade j& tradicional em eonegifes brasileiras. Como
zonas de viticultura temperada destacam-se asesedi@ Fronteira, Serra do Sudeste,
Serra Gaucha, Campos de Cima da Serra e regioeslCerNorte do estado do Rio
Grande do Sul; as regides do Vale do Rio do Pé&bemalto Serrano e Planalto Norte e
Carbonifera, no estado de Santa Catarina; a r&gideste do estado de Séo Paulo e, a
regido Sul do estado de Minas Gerais. A regido eNaid Parana € tipicamente
subtropical e as regides Noroeste do estado dePSélm, Norte do estado de Minas
Gerais e Vale do Submédio Sdo Francisco (Pernan®Batia), caracterizam-se como
zonas tropicais, com sistemas de manejo adaptadsuas condicdes ambientais
especificas. Além destes, novos polos vitivinicestiio surgindo em diferentes regides
do pais, seja sob condicbes temperadas, tropiaaisubtropicais. A viticultura

brasileira desenvolvida sob condigbes temperad@sieseem geral, os mesmos
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procedimentos utilizados em paises tradicionaisuttivo da videira. Ja nas regides de
clima quente, adaptaram-se técnicas de manejo a siathcdo especifica, e os ciclos
vegetativos e de producdo sdo definidos em fung&ocdndicbes climaticas e das
oportunidades e exigéncias do mercado (IBRAVIN 2011

No estado do Rio Grande do Sul, foram registrad®$05%,23 hectares de
parreiras, distribuidos em 15.384 propriedades.taNesntexto, a principal regido
produtora € a da Serra Gaucha, cujas coordenadgsgafieas e indicadores climaticos
meédios sao: latitude 29°S, longitude 51°W, altit6@®-800 m, precipitacdo 1700 mm
distribuidos ao longo do ano, temperatura 17,2°@nedade relativa do ar 76%.
(PROTAS e CAMARGO, 2010).

O Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho dar&pab cuja sede esta em
Bento Goncalves, utiliza o Cadastro Viticola do Bi@nde do Sul, que € um sistema
de gerenciamento de informacdes sobre os produfueies registro das propriedades e
producao de uvas na regiao (BLAUTH, 2007).

Trata-se de uma viticultura de pequenas propriegjasm meédia de 15 ha de
area total, sendo destes 40% a 60% de area (&l leade vinhedos, pouco mecanizada
devido a topografia acidentada, onde predominacodasméao-de-obra familiar, cada
propriedade dispondo em média de 4 (quatro) pessdmscondicdes ambientais
determinam um periodo de repouso hibernal a vidéirpoda é realizada em julho-
agosto e a colheita esta concentrada em jane@weediro. Cerca de 80% da producéo é
de uvas americana¥.(labrusca, V. bourquinae hibridas, sendo ‘Isabel’ o cultivar de
maior expressao (PROTAS al, 2008).

No Brasil, cerca de 10% da producao total de uvdssénada a elaboragéo de
suco. Devido a facilidade de elaboracéo, aliadaaeecteristicas organolépticas e ao seu
valor nutricional, o suco de uva pode contribuir diata alimentar. Sob o aspecto
nutricional, € comparado a prépria uva por estgregsentes na sua composicao, todos
0s constituintes principais, tais como: acgUcardisoge e frutose), minerais, acidos,
vitaminas e compostos fenodlicos responsaveis petaecestrutura. A composicao
quimica do suco de uva difere do fruto quanto astetmlo de fibra bruta e Oleo,
componentes encontrados em maior quantidade nagntesn A tecnologia de
elaboracao utilizada, especialmente no que seerafegmperatura e tempo de extracéo,

regula a solubilidade e a intensidade de difus@ostdstancias contidas na pelicula
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para 0 mosto, exercendo influéncia marcante na osig§o quimica e na tipicidade do
produto final (RIZZONet al, 1998).

O segmento de sucos vem mostrando clara tendémcigsicimento nos ultimos
anos. Os principais cultivares utilizados sédo ‘®abiConcord’ e ‘Bord6’. Para a
agroindustria e produtores de uvas para suco, \addeteor glucométrico, a cor, 0
aroma e o sabor das uvas sao caracteristicas anpest bem como o desenvolvimento
de cultivares precoces e tardias que permitam diagéip do periodo de colheita nas
regides produtoras (RITSCHEL e CAMARGO, 2007).

Os sucos de uva, em 2011, continuaram com a triajatdescente. O suco de
uva integral apresentou aumento na quantidade caatieada de 28,60%, e o
concentrado teve um acréscimo de 13,18%, em reéa2840 (MELO, 2011).

A principal caracteristica apresentada pelos arkis para a elaboracdo de sucos
€ a preservacdo do sabor natural da uva apés essaoento. A maioria dos cultivares
V. vinifera se apresenta sem sabor ap0s a pasteurizacaotamatres cultivares
americanos e hibridos mantém, no suco, o aromsaba foxado, caracteristico da uva
in natura(LEAO et al, 2009).

Em 22 de outubro de 1959, a Lei federal n° 364#uavi Colégio de Viticultura e
Enologia de Bento Gongalves, no estado do Rio @GraedSul, que passou a funcionar
de forma efetiva a partir de 27 de margo de 196025 de marco de 1985, alterou sua
denominacdo para Escola Agrotécnica Federal PrgsidRiscelino Kubistchek. Em
2002 passou a ser Centro Federal de Educacdo dgm®le atualmente € um dos
Campusdo Instituto Federal do Rio Grande do Sul (IFRS-RG13). Uma de suas
finalidades € oferecer educacgdo tecnolégica conmmasvia formacdo, qualificagéo,
requalificacdo e reprofissionalizacdo de jovens|tad e trabalhadores em geral para os
setores da economia, especialmente os da agrof@cuiéivinicola e agroindustrial
(SOUZA, 2002a). Foi a primeira escola brasileifaranar enblogos, profissionais cujas
atribuicbes séo, entre outras, analisar as caistatas fisicas, quimicas, botanicas,
organolépticas e sanitarias da uva; executar asedies etapas e 0s procedimentos do
cultivo da videira; manipular o0s equipamentos e em@t empregados nos
procedimentos vitivinicolas; analisar os processisos, quimicos, biogquimicos e
microbiolégicos inerentes & moderna tecnologia hficacdo; aplicar a legislacdo
vigente das atividades e dos produtos vitivinicERASIL, 2007).
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2.2 Aspectos botanicos da videira

A videira (Vitis vinifera L.) € a espécie frutifera de maior area cultivada
mundo e a mais importante em termos econémicadiz@ando 7,5 milhdes de hectares
(ha) cultivados em 177 paises. As condigBes andigedd tropico brasileiro, em suas
diferentes regides, possibilitam a planificacdopdaducdo de uvas ao longo do ano.
Isso garante uvas de boa qualidade em periodossddastecimento no fornecimento
internacional (abril-junho e novembro-dezembro) (BIAVA, 2010).

As videiras se classificam em Cormdfitas e Autitas; plantas com raiz, talo e
folhas. Divisdo Spermatophyta, planta com flor mesgte; subdivisdo Angiosperma
(planta com semente dentro do fruto). Classe Diedoneae, planta com dois
cotilédones. Ordem Rhamnales, plantas lenhosasucorsd ciclo de estames situados
dentro das pétalas. Filo Terebintales-rubialesteReentes a familia Vitaceae ou
Ampelidaceae, plantas com corola de pétalas sddzalparte superior e de prefloracao
valvar, com calice pouco desenvolvido, gineceurp®ar, bilocular, fruto tipo baga.
GéneroVitis, flores exclusivamente didicas nas espécies sib@® hermafroditas ou
unissexuais nas cultivadas (DA SILVA, 2010; SOUZR@RENZI, 2005).

A maioria dos cultivares de uva é altamente floaife as inflorescéncias sao
formadas na maior parte dos nés ao longo do rampemdendo do cultivar, cada broto
latente contém mais de trés inflorescéncias e icdldaescéncia pode conter mil flores.
Destas flores, 70 a 80% normalmente néo evoluen fpatos maduros; elas secam e
caem. O termo “Fruit Set” (DS0) € empregado paszmwer a transformacao de flores
em frutos, isto €, o “estabelecimento dos frutd350 pode referir-se, também, a
porcentagem de flores em uma inflorescéncia a @ealtransforma em frutos
(comumente de 20 a 30%) ou ao processo fisiolGgmmlvido nos estadios iniciais de
desenvolvimento do fruto (MULLINSt al., 1992).

Os frutos da videira apresentam trés principaisstigee tecidos (casca, polpa e
semente), que passam por mudancas fisicas e biggsiflnem definidas durante o
desenvolvimento, particularmente durante o procdesamadurecimento (Condeal,
2007). Sendo um fruto do tipo ndo climatérico, st@em a capacidade de amadurecer
apos a colheita (GIOVANNINI, 2001), o desenvolvirterle suas bagas pode ser
dividido em trés fases. Apds a polinizacdo e estalmeento do fruto, inicia-se uma
intensa fase de divisGes celulares, crescimenfmedoarpo e desenvolvimento lento do
embrido, estendendo-se, em média, do 5° ao 3@fpdma antese. Esta etapa é seguida



26

por uma fase de diminuicdo das divisdes celular@squnal o pericarpo cresce
vagarosamente por expansdo do tamanho celularemnange entra no processo de
maturacdo. Embora a atividade metabdlica seja lmagta fase, o embrido desenvolve-
se rapidamente (30° ao 45° dia apds a antese)eAs&o desta fase € que determina se
o cultivar sera de amadurecimento precoce ou tafdidtima etapa € caracterizada por
amolecimento do pericarpo, expansao celular, awonéatdiametro dos frutos e pela
mudanca de cor, processo conhecido entre os witreslcomo véraison (OLLA&t al.,
2002; CONDEet al, 2007). Esta ultima etapa continua, de acordo carultivar, por
mais 35 a 65 dias (MULLINSt al, 1992).

A identificacdo de cultivares de uva é tradicionate baseada na ampelografia,
através da analise e comparacdo de caracteristiogfslogicas de folhas, tipos de
brotos, cachos e tipo de baga; no entanto, a pegiti ampelografia é restrita a um
namero pequeno e cada vez menor de especialistés Aisso, a expressdo das
caracteristicas morfolégicas é influenciada poorést ambientais, bioldgicos, histérico
da planta; e plantas jovens séo praticamente immassle se identificar, porque com 4
(quatro) ou 5 (cinco) anos, ainda ndo exibem caristicas morfologicas tipicas de
plantas adultas (REVERS e MACHADO, 2005).

A videira é composta basicamente por duas parteaizaque normalmente é
subterranea e o tronco que sustenta os ramossfelfratos (WEAVER, 1976).

O engaco é composto por pedicelo primario (a),gedalisecundario (b) e por

hastes pincel (c), que dao sustentacdo aos grfids (tva.

Fig. 02 Engaco de uva - Inflorescéncia tipo cacho cofttidalgo, 2003)
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2.3 Uva

A espécieVitis vinifera L. surgida no Caucaso (entre a Arménia e a Pérsia)
difundiu-se por toda a Asia Menor (Turquia, Iragqu@yiente Médio (Siria, Libano,
Israel e Jordania) e costa do Mediterraneo. Posteeinte foi levada a América e a
Oceania. E a principal espécie para a elaboracivint®s e seus derivados, para
consumoin natura e para a producdo de passas. Destaca-se peldagiealie seus
frutos e pela fineza dos seus vinhos. Seu cultimmiéado, pois apresenta sensibilidade
as moléstias fungicas que elevam os custos de gaodNa regido sul do Brasil, alguns
cultivares apresentam sensibilidade as podridfassdae a antracnose aumentando as
dificuldades de seu cultivo. Pelas suas qualidéd@splamente utilizada em trabalhos
de melhoramento genético (GIOVANNINI, 1999).

A videira € uma cultura que se adapta bem a véigos de solos, sendo que seu
desempenho produtivo € melhor naqueles com boacidap® de suprimento de
nutrientes. No Brasil, a videira é cultivada em grende diversidade de solos,
encontram-se cultivos em solos altamente intemgeo, bem como em solos jovens
com alta capacidade de suprimento de nutrienteseranto, a grande maioria dos
cultivos é feita em solos que apresentam algumidalpdio nutricional, sendo fésforo e
boro, respectivamente, macro e micronutriente dirmisantes, tornando-se necessario
correcBes para que as plantas tenham condigcbegpdeEssarem seu maximo potencial
produtivo (MELO, 2008).

A uva da espéci¥itis viniferaL. tem grande importancia na economia mundial,
principalmente devido ao seu uso como matéria-ppara a fabricacdo de vinhos e
outros derivados. Essa espécie foi cultivada poaesaivilizagbes europeias durante
milhares de anos, o que originou dezenas de valesgdas denominadas castas, atraves
de selecéo artificial (YANGt al,, 2009).

Até a década de 1960, quando teve inicio a difds&aultivares desenvolvidos
pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), a adfiura brasileira dependia
totalmente de cultivares importados. A partir degpaca, alguns cultivares do IAC
ganharam expressdo, destacando-se IAC 116-31 ‘Ra:mHAC 138-22 ‘Maximo’
como uvas para vinho, IAC 871-41 ‘Patricia’ e IA@284v ‘Piratininga’ como uvas de
mesa, e 0s porta-enxertos IAC 313 ‘Tropical’, IAT25Jales’ e IAC 766 ‘Campinas’.
O processo de difusdo dos cultivares do IAC semda fornecimento de pequenas

quantidades de material propagativo aos produtouss, apos algum tempo de
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observacdo, multiplicavam e difundiam os novosialés, passando de viticultor a
viticultor (EMBRAPA, 2008).

No Brasil, o cultivo da videira comecou em 153%zida pelos portugueses a
Capitania de Sao Vicente, atuais estados de Sdo, Rdinas Gerais e Rio de Janeiro.
A imigragéo italiana em S&o Paulo e no Rio Grar@&ud no final do século XIX deu
um grande impulso a cultura (MELLO, 2002).

A producdo de uvas no Brasil esta localizada ng®es Sul, Sudeste e
Nordeste. Constitui-se em atividade consolidadan ¢mportancia socioeconémica,
principalmente nos estados do Rio Grande do Suk eSanta Catarina, 0os quais
respondem por 97% da producédo nacional de vinhesaAlsabel’ € um dos principais
cultivares deVitis labrusca e a ‘Nidgara Rosada’, resultado da mutacdo soaati
ocorrida na uva Niadgara BrancHit(s labruscalL. x Vitis viniferalL.). Sdo destaques
como uvas de mesa comuns, sendo variedades rustigagtanto, menos exigentes
(SOARESet al, 2008). A quantidade de uvas processadas pelasesas do Rio
Grande do Sul (milhdes de kg) demonstrada no qua@nm anexo, mostra a variagao
da produtividade nas diferentes safras.

Denomina-se “vindima” a operacdo da colheita de paa vinificagdo. Uma
das preocupacdes iniciais para a elaboracdo dm \aohsiste na fixacdo da data do
inicio da vindima. Sua importancia se deve a omgdio para o recebimento da uva, o
gque nem sempre é facil de se estabelecer devidanaeros fatores (HASHIZUME,
2001).

A maturacdo ideal para a colheita da uva € comstatravés do aspecto, da
consisténcia e, principalmente, do teor de acuoamdsto. A colheita deve ser feita
quando o mosto apresentar a melhor relacdo acdickZza fator determinante da
qualidade do suco. O acompanhamento da maturacadoval@ a determinagcdo do
momento da colheita podem ser feitos através deredigdo visual ou gustativa,
experimentando-se a uva. O melhor, no entanto,teérrdmar o teor de acucar e de
acidez a cada trés dias, a partir de uma amostravdepreviamente colhida e
representativa de todo o vinhedo. O teor de acpoale ser medido através do
mostimetro (RIZZONet al, 1998).

A uva destinada a producéo de vinho é colhida shgdiferentes critérios, em
funcdo do tipo de vinho a ser elaborado e das ¢dediclimaticas. O critério mais
utilizado é o do teor de aclUcares. Sabe-se qua,gpabtencédo de 1°GL de alcool, sdo

necessarios 18g/L de acgUcar na uva. Um vinho pagasg conserve adequadamente,
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deve conter, no minimo, 11°GL, 0 que exige em daboeacdo uvas contendo pelo
menos 20% (198g/L) de acucar (GUERRA, 2003).

Outro parametro utilizado para determinar a datecalbeita é a maturacao
fendlica, onde s&do quantificados as antocianinamngnos. A extratibilidade das
antocianinas e o teor de taninos das cascas, @s guderem qualidade ao vinho, séo
tanto maiores quanto mais avancada estiver a ngaturdas bagas de uva. Este
parametro € levado em consideracédo desde quepsateas outros fatores importantes
para a qualidade (como aromas e acidos) a qual pedgerder se a colheita for

realizada demasiadamente tarde (SILVA, 2010).

2.3.1 Melhoramento genético e novas cultivaresileiess de uva

As condigbes ambientais das regifes viticolas Ibress, ndo séo
limitantes ao desenvolvimento da videira. Entretaeim geral, sdo condi¢cdes muito
propicias ao desenvolvimento de doencas que atacparte aérea da planta, como
antracnose (Elsinoe ampelina), mildio (Plasmopéreola), oidio (Uncinula necator),
podriddes do cacho (Botrytis cinerea, Glomerellagglata, Greeneria uvicola) e
ferrugem (Phakopsora euvitis), entre outras. A @d@o as zonas de producédo e
resisténcia as doencas, aliadas a qualidade mtdnslos diferentes produtos
vitivinicolas, tém sido os temas prioritarios naedionamento dos programas de
melhoramento. Outras caracteristicas como prodiatild, diferentes niveis de
precocidade, menor demanda por mao-de-obra, adaptacsistemas de producdo
organica e valor nutracéutico da uva e de seusvatkrs também sdo fatores
importantes considerados atualmente nos programasmatihoramento. Os primeiros
trabalhos de melhoramento genético da videira,nasiBforam iniciativas pessoais dos
viticultores Pereira Barreto, Paulino Rech, Nicoldartorano e Pedro Araujo. Mas foi
o Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) responséeécial e pioneiro no
melhoramento genético da videira, iniciando seugmma em 1938, na Estacéo
Experimental de S&o Roque, ampliando-o a partirl@0 com acdes também na
Estacdo Experimental de Jundiai e em sua sede, anpiffas -SP. O programa de
melhoramento do IAC ganhou impulso a partir de 194€ando a criacdo de novos
cultivares adaptados ao ambiente tropical, inspirams trabalhos de Fennell,
desenvolvidos na Costa Rica. Este programa lang@usds cultivares, destacando-se

0S porta-enxertos e uvas de mesa para regidexdi®pNo Rio Grande do Sul, os
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primeiros trabalhos de melhoramento da videiranfo@nduzidos pelo pesquisador
Moacyr Falcédo Dias, na Estacdo Experimental deaSado Sul, a partir do final da
década de 1950. Este programa gerou populacfedegiaisaavancados, oriundos de
diversos cruzamentos, mais tarde incorporados acobgermoplasma da Embrapa
(EMBRAPA, 2008).

De acordo com Da Silva (2010), a videira é atrapasa estudos gendmicos
porque é uma espécie dipléide, com 19 cromosso@®genodtipos das variedades de
videiras sdo altamente heterozigotos e aproximaui@redas as variedades modernas
cultivaveis sdo hermafroditas, autofecundaveiciniente intercruzaveis.

Vitis vinifera foi a primeira espécie entre as frutiferas a & genoma
sequenciado, foi a quarta para plantas com flaresggunda para uma espécie arborea.
A videira foi escolhida por causa de sua impori&@me heranca cultural da humanidade
durante o periodo Neolitico. Varios grupos de germs caracteristicas aromaticas
foram observados. O genoma da videira permitiu scaleerta de trés ancestrais ao
conteudo haploide e as caracteristicas da orga@uzgenética das plantas florescentes.
Essa analise revela a cronologia dos eventos amtexnte descritos de todo o genoma

de duplicacdo na evolucao das plantas com floAd&I(®ON et al, 2007).

2.4 Efeitos benéficos

A procura cada vez maior por um estilo de vida &aelde a preocupacao dos
consumidores com a seguranca dos produtos utibzaap ingeridos, incluindo o
consumo de produtos compostos por ingredientesaisigue oferecam beneficios para
0 corpo, despertam um grande interesse das irakjstanto de alimentos como de
farmacos e cosméticos, na obtencdo e utilizacaexttatos vegetais que apresentem
caracteristicas funcionais (biolégicas), corantasacomatizantes, com alto grau de
pureza, uma vez que substancias sintéticas, muetzess, sdo suspeitas de causarem
efeitos maléficos a saude. O isolamento desses axioy naturais possibilita o
aproveitamento integrado de residuos gerados randgstria e podem resultar em
novas alternativas empresariais, além de mininozampacto ambiental causado pelo
acumulo desses residuos (DE OLIVEIRA, 2010).

Varios efeitos benéficos a salude tém sido atrimumlus compostos fendlicos
presentes nas frutas, hortalicas, chas e vinhdsd&s epidemiolégicos, clinicosie

vitro mostram multiplos efeitos bioldgicos relacionados compostos fendlicos, tais
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como: atividade antioxidante, anti-inflamatoria,tisaicrobiana e anticarcinogénica
(ABE et al, 2007).

O consumo de uva e de seus subprodutos tem sidaraenge relatado como
promotores de saude. Este enfoque inclui estaffimtanceito de alimentos funcionais,
0s quais sdo promotores de efeitos fisiolégicoséters a salude, notadamente na
prevencdo da ocorréncia de riscos a algumas enfades. Os efeitos benéficos da uva
tem sido relacionados principalmente aos compdstodicos que fazem parte de sua
composicao; sendo consideradas uma das maioress foleistes compostos quando
comparadas a outras frutas e vegetais (&BEl, 2007; HOGANet al., 2009; PINTO
et al.,2011).

O estudo dos compostos fenodlicos da uva tem sideocppacédo de
pesquisadores cujos primeiros aportes decisivaegem ao endlogo francés Ribéreau
Gayon da década de sessenta. Na uva, os fendisepossm rol importante na
gualidade e na maneira pela qual essas substas@&mdransformadas durante a
vinificacdo, influenciando direta e indiretamentibre as caracteristicas dos vinhos.
Confere uma grande parte de sua estrutura, sua suas propriedades sensoriais. Nos
ultimos anos os polifendis dos vinhos tém sidoituge crescente interesse devido as
suas propriedades antioxidantes e seus potentgdtissesobre a saude (OJEDA, 2007).
(low-density lipoprotein) human@ vitro, a prevencdo da aterosclerose e a efeitos

antimutagénicos e antivirais (MOURE al., 2001).

Para Abeet al. (2007), a grande diversidade entre os cultivagsealta em uvas
com diferentes caracteristicas, tanto de sabortguncoloragcédo, o que certamente esta
associado com o conteudo e o perfil dos polifensli®or serem a matéria-prima para a
producao de vinhos e sucos, é importante conhaedeiooces de compostos fendlicos das
uvas, pois estes podem influenciar a qualidadgofutos finais.

De acordo com Kauet al (2009), uvas e suco de uva sdo uma classe de
produtos alimentares que tém demonstrado poteguialiopreventivo, sendo também
conhecidos por melhorar a salude humana em geralsl&s revisbes, 0s autores
enfocam os recentes avanc¢os na eficicia antic@incextrato de sementes de uva e de
outros produtos da uva. Completaram os estudos asv grupos cientificos,
concluindo que ambos, uvas e seus produtos satertaxfontes de diversos agentes

anticancerigenos e seu consumo regular, pode raelagualidade de vida.
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De acordo com uma pesquisa da Universidade de &lgnt(Lexington, EUA),
76% de células leucémicas apds serem expostagratoede semente de uva, morreram
em 24 h. Embora tenha sido mostrada a atividadexttato de semente de uva em
numerosas linhas de células cancerosas de laborah@muindo de pele, mama, coélon,
pulméo, estbmago e prostata, ainda ndo havia sstado o extrato em células de
cancer hematologico nem tinha sido mostrado o niswanpreciso para atividade. Os
resultados podem ter implicacbes para a incorporagh agentes como extrato de
semente de uva na prevencdo ou tratamento de milalgs hematoldgicas e
possivelmente outros canceres, conforme cita or guiocipal do estudo (SHgt al,
2008).

Varios estudos tem demonstrado que o suco de awardio contem compostos
fendlicos em quantidades consideraveis e que,mortaeu consumo € desejavel como
aporte de substancias antioxidantes naturais. Guoom de suco de uva como fonte de
compostos fendlicos pode apresentar vantagem emgacelao do vinho, jA que a
auséncia de alcool permite que seja consumido Ipeiaria das pessoas, inclusive
aquelas portadoras de algumas enfermidades ou esimcdes de ordem filosofica,
cultural ou religiosa (MALACRIBIA e MOTTA, 2005; RITO et al, 2011).

Shin et al. (2010) investigaram o efeito protetor das prodatodinas da
semente de uva em lesdes hepéticas induzidas ipgdtilditrosamina (DMN) em ratos
e concluiram que elas podem ser Uteis na prevethgadesenvolvimento de fibrose
hepatica.

O resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbenojma substancia biologicamente
ativa. Pode ser encontrado na natureza sob a fagii@sidica ou glicosidica, tendo
esta ultima diferentes denominacdes, dependendgliczna envolvida e da forma
geomeétrica (trans e cis). Esta presente em divgrisasas, em especial na uva e em
seus derivados. Essa substancia faz parte de upntmme compostos chamados de
fitoalexinas, produzidos pela casca da uva pargegeo-se de fungos, danos mecanicos

ou irradiacao ultravioleta (FILIBt al, 2003).

A atividade antioxidante do resveratrol ja foi cooyada, protegendo as células
e impedindo a oxidacdo dos &cidos graxos presewtegriglicerideos associados ao
colesterol de baixa densidade (LDL), reduzindo eor@ncia de distlrbios

cardiovasculares. As fontes mais abundantes deragsy sdo as uvaétis vinifera V.
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labrusca e V. muscadingue sdo usadas na fabricacdo de vinhos (MANOSS8Q@3; 2
IURKO et al, 2008).

Descobertas cientificas publicadas nos udltimos gresnovem o0 consumo
continuo e moderado de vinho para se prevenir rdetadas doencas. A atividade
antioxidante do resveratrol presente no vinho, @@mplo, auxilia no tratamento de
doencas cardiovasculares e na prevencdo do acwmaudolesterol, tem comprovada a
acdo bactericida e antiviral, estimula o apetitacilifa a digestdo e retarda o
envelhecimento celular e organico, além de posgaito contra o cancer (SAUTTER
et al, 2005; GUERRA, 2010).

Por ser um antioxidante natural, sua aplicagdo lemeatos traz uma série de
beneficios, o que levou a realizacdo de estudosessbu efeito antioxidante na
peroxidacdo de lipidios e a sua comparacdo conpowntioxidantes. Em geral,
apresenta bons resultados nesse campo, dependaramaentracdo, chegando a ser
mais efetivo que o butilhidroxitolueno (BHT), a gcetina, a vitamina C e a-
tocoferol (vitamina E). Apresenta também efeito€gyjico na associagcdo com a
vitamina C e/ou com a vitamina E, possui efeitacxidante superior ao efeito de cada
uma destas substancias isoladamente (BAXTER, 2008).

Recentemente foram relatadas outras importantgwi@dgades biolégicas do
resveratrol, como melhorar a tolerancia a glicoraed@béticos, atenuar os sintomas da
menopausa (devido a semelhanca de sua estrutuecutasl com a do estrogénio
sintético) e proteger contra a osteoporose e mAlateeimer (BAXTER, 2008; DAVID
et al, 2007).

Segundo Guerra (2010), apesar de ser uma bebmied; 0 consumo continuo
e moderado do vinho tem sido estimulado por médicostros profissionais da saude.
Os efeitos positivos do vinho tinto sobre a saludmdna sédo discutidos, aceitos e
descritos em textos da legislacdo em diversos pgisedutores. A organizacdo
Internacional da Uva e do Vinho (OIV) possui emssguadros cientificos, especialistas
que estudam continuamente os efeitos de centenegnagostos organicos e minerais

do vinho.

2.5 Composicao quimica

Os compostos fendlicos sdo substancias metabdeamdarias produzidas e

acumuladas em tecidos de plantas. Este acimulode@ede varios fatores, como a
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variedade da uva, as reacoes que ocorrem durgreecesso de maturagao, o clima de
cada regidao especifica e finalmente o estresse quedb esta planta € submetida.
(SOLEASet al, 1997).

A uva é fonte de diversos compostos fendlicos ewaelas concentracdes e 0s
subprodutos da vinificacdo, em sua maioria, podeamten quantidades apreciaveis
dessas substancias como os flavondides (antocg&nftevandis e flavondis), os
estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos (@elbs dos acidos hidroxicinamicos e
hidroxibenzoéicos) e uma larga variedade de taniqagamicamente, oS compostos
fendlicos séo definidos como substancias que possimel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupascionais (DE OLIVEIRA, 2010;
ROCKENBACH, 2008). Os acidos fendlicos sao divididem dois grupos de
substancias: a) acidos benzéicos, que possueratsates de carbono (C6-C1); séo os
acidos fendlicos mais simples encontrados na regureomo o0s acidos galico, p-
hidroxibenzéico, protocatecuico, vanilico e siramgib) acidos cindmicos, que possuem
nove atomos de carbono (C6-C3), considerando @&dade da uva e o modo de
vinificacdo, sdo conhecidos como os acidos cafdmmylico, p-cumarico e sinapico
(BALASUNDRAM et al., 2006; ROCKENBACH, 2008).

A composicdo quimica dos bagacos varia de acordo es condigbes
climaticas, os sistemas de conducédo da vinha eéadaesanitério das uvas ho momento
da vindima (ROCKENBACHet al, 2008).

A composicdo do mosto de uva fresca, sd e madwaiével e encontra-se
representada nQuadro 1, em anexo.

Os principais acidos encontrados na uva séo: ® daitarico, o acido malico e
o acido citrico (TOMASSET, 1998). A maior acidezuwa se deve ao acido tartarico, é
caracteristico e tipico desta fruta, ndo encontnaakoiralmente em outros frutos, €
acumulado durante os estégios iniciais do deseimehto do fruto e sua concentracéo
€ mais alta na periferia do fruto em desenvolvimeRim contraste, o acido malico é
acumulado em células da polpa no final da primizEise de desenvolvimento. Esses
acidos conferem acidez para o vinho e séo, dessa fariticos para sua qualidade (DA
SILVA, 2010). O &cido mucico € uma excecao, quersmntra unicamente em casos
particulares de uva atacada por fungos, e que rmonié sal de calcio pouco soluvel, o
acido tartarico € o unico acido organico que geablpmas de estabilidade no vinho

por causa de seus sais pouco soluveis (TOMASSERB)19
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Acidos graxos estdo presentes em pequenas quagjdachs tem papel de
precursores de substancias aromaticas. Sao oseesgos acidos graxos encontrados
na uva: palmitico, estearico, oléico, linoleicoimolénico. As proporcdes entre eles
variam com o cultivar (GIOVANNINI e MANFROI, 2009).

2.5.1 Compostos fendlicos

A uva e o vinho contém uma grande quantidadeamepostos derivados da
estrutura basica do fenol (hidroxibenzeno) e des dilasses distintas: os fendis néo
flavondides e os flavondides. O conteldo totalaet®lf no vinho é menor do que o da
fruta. Os flavondides constituem o maior grupo dengostos fendlicos de plantas,
sendo responsaveis pela coloracdo das flores eudos. S&o substancias de baixo peso
molecular compostas de 15 atomos de carbono. MEsras, sdo responsaveis pela
coloracdo das cascas das uvas tintas e se transfeme parte, para o vinho durante a
vinificacdo, sendo encontradas também na polpa lgiemas variedades de uvas
(ROCKENBACH, 2008).

Os compostos fendlicos desempenham diversas fumgbesa e nos vinhos,
sendo responsaveis pela cor (antocianinas, flayoadstringéncia (tanino), amargor
(tanino), contribui para o perfil olfativo (&ciddgndlicos, catequinas e taninos
antocianogénicos), atua como reservatério de okgénsubstratos para reacdes de
escurecimento (ZOECKLEINt al, 2001). Também sé&o considerados importantes para
a higiene do vinho, por sua acao bactericida, bemocpara seu envelhecimento, uma
vez que este processo promove agregacao destessiosip consequente variagdo de
aroma e sabor (SCHLEIER, 2004; TIMéf al, 2012).

O conteudo total de polifendis no vinho dependeia série de fatores como
variedade da uva (tinta ou branca), tipo de extrag&lusdo ou eliminacdo de partes
especificas como casca, polpa ou sementes, na atggéor a fermentacdo, se houve
ou ndo aquecimento das cascas, processo de \gailickemperatura e tempo de
maturacao) e envelhecimento (SCHLEIER, 2004; TIkt\l, 2012). Longos periodos
de fermentacdo em que sementes e cascas ficamagriekmm a obtencdo de niveis
mais altos de compostos fendlicos, com o alcoodymimo agindo como liquido
extrator (CAMARGO, 1996; SOLEAS®t al, 1997; ECHEVERRYet al, 2004 citado
por TIMM et al,, 2012).
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De acordo com Barcel6 (1990), atualmente a qualdidie fendis totais no
vinho esta muito abaixo do conteddo que existia amteriores, devido as técnicas de
elaboracdo que evitam o contato prolongado comadegpda uva que cediam estes
compostos (casca, polpa, sementes). A concentragdenta proporcionalmente ao
tempo de contato com a casca e com as sementegilagao alcodlica, temperatura de
fermentacao, agitagao, intensidade do prensadedeale da uva, etc. Os componentes
que contribuem para o bouquet dos vinhos tintososaffavonoides, as antocianinas,
acidos fendlicos, catequinas e taninos antociancggn

Os compostos fendlicos exercem atividade antirhiarm lesando as
membranas plasmaéticas lipidicas, o que resultasa@mento de conteudo celular. Uma
propriedade util dos compostos fendlicos enquamsinfetantes € que permanecem
ativos em presenca de compostos organicos, sawvesstd persistem por longos
periodos apos a aplicacdo. Por esses motivos, mposbos fendlicos sdo agentes
apropriados para desinfeccéo de pus, saliva e (f@RTORAet al, 2012). A acao
bactericida se deve aos acidos fendlicos e fladl@sdiTem acdo anti-virus resultante da
acdo combinada de taninos e proteinas. Apreseraarbém acdo anti-aterosclerose,
devida as catequinas condensadas que reforcamedepdas artérias, aceleram a
depuragdo do colesterol e se op6em a producdo ddantmas (GIOVANNINI e
MANFROI, 2009).

Os taninos sdo compostos fendlicos, polimeros déidetanto flavondides,
como nao flavondides, caracterizados por sua c@g@@ei de se combinar com as
proteinas e outros polimeros como 0s polissacaridesta caracteristica explica suas
propriedades para curtir peles tornando-as imptitreis ao reagir com o colageno e
explica também sua adstringéncia causada pelappgeaéo das proteinas e das
glicoproteinas da saliva (TOMASSET, 1998; ZOECKLEMNaL, 2001).

Segundo Giovannini e Manfroi (2009), os frutos esrdcontem grandes
guantidades de tanino, que vao sendo hidrolizadcante o amadurecimento e mesmo
durante o armazenamento das uvas. Na uva madurdan@sos se encontram
fundamentalmente nos engagos e nas sementes.

Abe et al (2007) determinaram o conteudo de compostos it@s)lincluindo
resveratrol, antocianinas e outros flavondides, @amacidade antioxidante de cinco
cultivares de uvas produzidas em Minas Gerais. Gtecolo de fendlicos totais,
determinado através do método de Folin-Ciocalteaiow significativamente. Outros

flavondides encontrados foram catequina, epicategujuercetina, caempferol além
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dos acidos hidroxicindmicos. O resveratrol foi entaxdo em trés cultivares. A
capacidade antioxidante foi analisada usando oduéde sequestro de radicais livres
do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), mostrandima correlagdo com o conteudo de
fendlicos totais. As uvas tintas de coloracdo reaura apresentaram maior conteudo
de antocianinas, e consequentemente maior teorewi@idos totais e capacidade

antioxidante.

2.5.2 Antocianinas

A maioria das milhares de cultivares de videWdig viniferal.), podem ser
divididas em dois grupos, tintos e brancos, cone b@s presenca ou auséncia de
antocianina na casca. A partir de experiéncias tgase foi encontrado um gene
regulador, que pode ativar a biossintese de amiaeia Foi recentemente demonstrado
nao ser transcrito em uvas brancas. O gene alelvake brancas é inativado por duas
mutacfes ndo conservativas, uma conduz a uma tsig#Eti de um aminoacido e o
outro para uma mudanca resultando numa proteinaepagEnsaios experimentais
mostraram que a mutacdo seja removendo a capacidagiene regulador para ligar a
biossintese de antocianina, seja por andlisesqi€seia, juntamente com informacdes
do marcador, confirmou que 55 cultivares brancaséro o gene alelo branco, mas nao
alelos tintos. Estes resultados sugerem que toslagiliivares brancas existentes de
vinhas tém uma origem comum. Conclui-se que ostesate mutacdo rara que ocorre
em dois genes adjacentes foram fundamentais pgémese das uvas brancas usadas
para produzir os vinhos brancos e uvas de mesacdsaque temos atualmente
(WALKER et al, 2007).

Dentre o0s compostos flavondides, as antocianinas a8 substancias
responsaveis pela coloracdo de muitas frutas esfldEm uvas estdo concentradas
principalmente na casca, estando presente tambeénfolas, sobretudo no final do
ciclo vegetativo (RIBEREAUGAYONt al, 2003). As antocianinas atuam como filtro
das radiacOes ultravioletas nas folhas. Em cegp8cees de plantas estdo associadas
com a resisténcia aos patdogenos e atuam melhorantegulando a fotossintese
(MALACRIDA e MOTTA, 2006).

A cor das uvas tintas se atribui a presenca destesentos vegetais, que se

encontram em forma de glicosideos, sendo que asom@é sdo conhecidas como
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antocianidinas. As antocianidinas tem como estautlrasica o cation 2-
fenilbenzopirilium, também denominado flavilium (EOKLEIN et al, 2001; PINTO
et al.,2011).

As antocianinas tém despertado interesse como tegramas, tem chamado a
atencdo para o fato de sua capacidade antioxidantmaior que a vitamina E, o butil
hidroxianisol (BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT)Por serem fortemente polares,
podem substituir os antioxidantes lipofilicos conpmmr exemplo, a vitamina E
(ROCKENBACH, 2008). Além disso, estudos tanio vitro quanto in vivo
demonstraram a capacidade das antocianinas deirreayaroliferacdo de células
cancerigenas e inibir a formacéo de tumores (HQO3R

Das seis antocianidinas, apenas a pelargonidinaén&acontrada nas uvas
(PINTOet al, 2011).

Os cinco tipos de antocianideos na videira perandistingdo entre viniferas que
possuem somente monoglicosideos, e americanadidiodas, que também possuem
diglicosideos. Séo elas: malvidina-3-glicosidiofup@&lina-3-glicosidio, cianidina-3-
glicosidio, delfinidina-3-glicosidio, peonidina-3egisidio. A primeira representa o
principal pigmento da uva, no minimo 50% do tedmltoAs antocianinas estdo
presentes principalmente nas primeiras camadastldéas da casca da uva, sendo
extraidas nos primeiros dias da maceracdo na cagdib em tinto. Sdo poucas as
variedades cuja polpa também é pigmentada. Saigmeptos responsaveis pela cor do
vinho tinto recém elaborado. Durante a fermentagd@ estabilizacdo, reagem
guimicamente com os flavondéis e outros compostosvidbo, formando produtos
polimerizados, quimicamente estaveis, 0s quais dilglamente responsaveis pela
longevidade dos vinhos (FALCA@t al., 2007; GIOVANNINI E MANFROI, 2009;
GUERRA, 2010).

De acordo com Vigara e Amores (2010), outras espé&unnericanad/( riparia,
V. rupestris) possuem antocianinas diglicosideos, o que perdgcobrir vinhos
comercializados com denominacdo de origem, queedesu de varietais hibridas. O
carater “presenca de diglicosideo” € dominante gurs#o as leis da genética, o
cruzamento entre a varieMl viniferae uma espécie americana, da origem a individuos
que possuem o carater “presenca de diglicosidenr.segundo cruzamento entre um
produto hibrido direto com uma varietdl vinifera pode ndo manifestar o carater

“presenca de diglicosideo”, a maioria dos hibridgsssuem. A distincdo consiste em
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testar a presenca de diglicosideo, j4 que € possivda que a proporcdo destas seja
muito baixa. Deste modo se evitam fraudes conseteem comercializar vinhos
procedentes d¢¥. viniferaelaborados a partir de varietais que nao séo.

O mecanismo da degradacdo térmica das antociaramada nao foi
completamente elucidado. O aquecimento das antnamrpara valores de pH entre 2,0
e 4,0, provoca primeiramente a hidrélise da ligagl&amsidica com posterior formacao
da chalcona. Além disso, existem evidéncias de @ubidrélise glicosidica das
antocianinas seja a principal causa da perda deuocoa vez que a velocidade da
liberacdo do acucar é proporcional a velocidade pgada da cor vermelha
(MALACRIDA e MOTTA, 2006).

Embora a extracdo a quente facilite a solubilizal@antocianinas da casca da
uva para 0 suco, 0 aquecimento excessivo deve #@&d@ Longos periodos de
extragdo em altas temperaturas podem acarretagésd@oo das antocianinas do suco
devido reacdes de degradacdo ou condensacdo camostgiRIBEREAU-GAYON,
1982).

Antocianinas apresentam potencial para substitu@® corantes artificiais
vermelhos; porém, estes se apresentam instavais fe processamento de alimentos,
sendo a temperatura um dos principais fatores eithe® na degradacao da cor destes
pigmentos (FALCACet al, 2007).

2.5.3 Taninos

Apresentam-se em dois grupos, com base no seu egpaitural: taninos
hidrolisaveis e os taninos condensados, atualngarteminados proantocianidinas. Os
taninos condensados estdo altamente distribuidelaatas, sdo polimeros de alto
peso molecular, derivados da polimerizacdo dasgeetas, que sdo as unidades
flavandlicas basicas. J& os taninos hidrolisawhem sao denominados galotaninos e
elagitaninos, em funcao de liberarem ao meio nguantidade de acido galico ou acido
elagico, apds hidrélise acida. Os taninos séo unwsetd em solventes apolares (éter,
cloroformio e benzeno) e pouco soluveis em acedatcetil. Devido a presenca de
grande numero de grupos polares, eles dissolvepresgamente em agua e alcool,

formando “séis coloidais” (BARCELOS, 2004; MANFR@&i al, 2010).
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De acordo com Ribéreau-Gayeh al. (2006), o conteudo de taninos € o fator
mais importante na estabilizacdo da cor no vint®anAtocianinas livres desaparecem
completamente apoOs alguns anos, embora o vinhoinaentvermelho devido a
combinacéo destas moléculas com taninos.

Os principais constituintes fenélicos presentesuvas sao, por ordem crescente
em termos de concentracdo: os flavondis, os &deedlicos, as antocianinas, as
catequinas e as proantocianidinas (correspondéregnge a designacdo que até alguns
anos era dada aos taninos condensados). A relavdesties compostos, ao nivel do seu
papel e fungdo nos produtos de origem vegetal, merecido grande destaque nos
altimos anos, ndo s6 devido a Enologia, como tamiiémseus potenciais beneficios
para a satde humana (JORDAO, 2000).

De acordo com Deshpand¢ al. (1986), os efeitos prejudiciais dos taninos na
dieta parecem estar relacionados com as suasgdésrgom as proteinas alimentares.
Acredita-se que o0 complexo ‘proteina-tanino’ sejm wWos responsaveis pela
depreciacdo do crescimento animal, baixa digest#nle protéica e aumento do
nitrogénio fecal, sendo que o teor de nitrogénie fkzes geralmente aumenta em
proporcdo a quantidade de taninos oferecida. Tanit@nbém inibem enzimas
importantes, como tripsina e amilases. Contribuendaacom a adstringéncia do
alimento e participam de reac6es de escurecimezimatico.

2.6 Uva Isabel

Entre os cultivares norte americanos e hibridotadasse o cultivar ‘Isabel’, que
representa quase metade de toda a uva processd&tagilo Este cultivar € utilizado
basicamente para todos os fins: para producdo mieo vile mesa e suco de uvas,
consumadn naturae elaboracdo de geléias (RIZZ@Nal.,1998; MAIA e CAMARGO,
2005; DA SILVA, 2010b). Variedade dé labrusca¢ para alguns autores considerada
hibrido espontaneo d¥. labruscae V. vinifera. Originaria dos Estados Unidos,
provavelmente do Estado da Carolina do Norte, éaredade mais extensamente
cultivada no Brasil, ocupando quase a metade da doevinhedo nacional, (DA
SILVA, 2010b).

Americanos e europeus registram a grafia ‘Isabellane dado por William
Prince, em 1816, que a havia recebido de IsabébasGdo estado de New York. E

também conhecida como americana, nacional, e unganam nosso pais. ‘Isabelinha’
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e ‘Bellina’ na llha da Madeira. ‘Brasilefia’ e ‘Filld’ no Uruguai. Uva ‘Chinche’ na
Argentina; ‘Guavirami’ no Paraguai; ‘Fragola’ e dmboesa’ na lItalia; ‘Zéphyrin’ e
‘Saint Helen’ na Franca; ‘Strawberry’ na Inglate(RIZZON et al, 1998; SOUZA,
2002b).

A uva ‘Isabel’ é altamente resistente a antracedde podriddes, sendo tolerante
ao midio. Sua produtividade € de 20 a 30 t/ha, etewado teor de acucar na baga,
podendo variar em funcédo das safras, entre 15 &819% acidez total média de 45
meqg/L. Produz mosto regular, porém de pouca corZ4RN et al, 1998;
GIOVANNINI, 2008).

Planta vigorosa, produzindo em média de 1 a 2 %guporta bem a poda curta,
na conducéo em espaldeira, embora o principalnsésteja a latada. Maturacéo tardia,
junto com ‘Niagara’ ou até depois desta. Os cad@xs médios, conicos e pouco
compactos, pesando em média 200 a 250g. As bagarétfias, arredondadas, de cor
preto-azulada, coberta de abundante pruina (MANSGPOMMER, 2006).

E um cultivar de uva tinta, altamente fértil, proponando colheitas abundantes
e com poucas intervencdes de manejo. Tem o salswtedstico das labruscas. Aléem
das utilizagbes ja citadas, € a matéria-prima pasaboracdo de vinagre e para o
fabrico de doces. E o cultivar mais plantado no ®iande do Sul e em Santa Catarina
(MAIA e CAMARGO, 2005). Apesar de todos os esforpasa substituir este cultivar
desde a década de 1930, ‘Isabel’ persiste com Z0%va produzida no Rio Grande do
Sul. Muito bem adaptada as condi¢cdes climaticasesimdo, fornece producdes
abundantes com limitado numero de tratamentossétotarios. Vinhedos cultivados
em pé-franco atingem 80-100 anos com produc¢desdatoas. Origina vinho foxado,
em anos chuvosos pouco coloridos, apreciado porfaixa de consumidores. O suco
de ‘Isabel’ é a base do suco brasileiro para eapéct E uma cultivar déitis labrusca
(CAMARGO, 2008).

2.6.1 Uva Isabel Precoce

Trata-se de um clone da 'Isabel' selecionado pelar&pa Uva e Vinho, lancado
como novo cultivar em 2002. Este cultivar de unéaté recomendado como alternativa
para a elaboracdo de vinho de mesa, suco de avab&in como opg¢ao para 0 consumo
in natura Apresenta as caracteristicas gerais da ‘Isapetém, tem maturacdo mais
precoce, sendo a colheita antecipada em cerca dé85Diferentemente do cultivar

‘Isabel’, na qual é comum a presenca de bagas vemteemeadas no cacho maduro, a



42

'Isabel Precoce' apresenta maturacdo uniforme.eA @ultivada com '‘Isabel Precoce'
vem crescendo tanto no Rio Grande do Sul como ewosnpdlos de producdo de
vinhos de mesa e de sucos das regibes Centro-©bstaleste do Brasil. E um cultivar
com ampla capacidade de adaptacado (MAIA e CAMARZZDY).

2.7 Uva Bordd

A ‘Bord®’ € uma variedade d¢itis labrusca originalmente chamada de ‘lves
Seedling’ ou simplesmente ‘lves’, obtida em CinaimnEstados Unidos, por Henry
Ives, a partir de sementes de Hartford Prolific (8B e MARTINS, 2002).

No Brasil € conhecida por nomes regionais, 'BanddRio Grande do Sul e em
Santa Catarina; 'Terci' no Parand; 'Folha de [EigoMinas Gerais. Este cultivar de uva
tinta tem importancia comercial s6 em regides comerno definido, apresentando
grande dificuldade de desenvolvimento em climagid¢ess. Assim, a recomendacao de
cultivo esta restrita aos polos do Sul de MinasaSee Norte do Parana, além dos
estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarinan Eultivar muito produtivo,
rustico e resistente a doengas fungicas, normaémplaintado de pé-franco. A uva
apresenta alta concentracdo de matéria corantéyarmincipal de sua significativa
difusdo. E muito disputada entre os vinicultoresido ao elevado teor de matéria
corante do vinho, usado em cortes com os vinhos@awloridos de ‘Isabel’. Da
mesma forma, também ¢é disputada pela industriaude som o mesmo objetivo, de
corrigir a coloragdo de sucos elaborados com ‘lsabe‘Concord’ (MAIA e
CAMARGO, 2005; CAMARGO, 2008).

Embora em certa época, teve expressao na uitiautiorte-americana, hoje seu
cultivo limita-se ao Brasil. A maior concentracduVa ‘Bordd’ estd no Rio Grande do
Sul, onde atualmente, em termos de area, é a segasth em ordem de importancia,
sendo superada apenas pela ‘Isabel’, devido arssaente participacdo na elaboracéo
de sucos, originando produtos de excelente quai8®UZA e MARTINS, 2002;
CAMARGO, 1996).
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2.8 Uva Moscato

E o cultivar vinifera de uvas brancas com maioreasie producéo no Rio Grande
do Sul. E vigoroso e muito produtivo; a uva aprésescentuado sabor e aroma
moscatel, motivo da grande procura por parte dor seéhicola que a utiliza para a
elaborac&o de vinhos destinados a cortes com otitriess brancos. E bastante sensivel
as podriddes do cacho (CAMARGO, 2008).

Originaria provavelmente da Grécia e cultivada haitontempo na lItalia;
antigamente era conhecida por "Apianae”, que sugné que as abelhas tem predilecao
devido ao alto teor de acucar da uva. Ainda parawie 1360 ja era conhecida a pratica
de adicionar, durante a fermentacéo alcodlica, gnaamtidade de flores de sabugueiro
secas a sombra para aumentar o aroma de mosceitthdo O cultivar apresenta folha
de tamanho médio, trilobada ou quinquilobada coim geciolar em lira. A coloragéo
outonal das folhas € amarelo com aspecto douradcadbo € de tamanho médio,
compacto, de formato cilindro-cénico, geralmentenaama e em alguns casos duas
asas. A baga apresenta tamanho médio, de form#&doices umbigo saliente e
persistente; a casca € pouco pruinosa de cor amdwekado, tornando-se ambar na
parte exposta ao sol. O sabor do mosto além de dpoesenta o tipico gosto
amoscatado. A baga se separa facilmente da ragpisesenta de duas a trés sementes.
Na Itélia, o cultivar ‘Moscato Branco’ é plantadanegido de Asti, Alexandria e Cuneo
cujo centro € Canelli com altitude que varia de &0 400 m, sendo que a maior area
se encontra numa altitude média de 200 m. Ele @ndi@mado segundo a regido
produtora: ‘Moscato d'Asti’, ‘Moscato di Trami’, ‘bkcato di Saracusa’, ‘Moscato di
Tempio’. Na Serra Gaulcha, o vinho Moscatel Espueantelaborado a partir de
cultivares deVitis viniferg aromaticas de sabor moscato. A Portaria nUmedp @225
de outubro de 1988, que regulamenta a Lei 5.8234dale novembro de 1973,
determina que o vinho “Moscatel Espumante” sejacgdo com mosto de cultivares
de Vitis vinifera(RIZZON e GASPARIN, 2008)
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2.9 Uva Niadgara Rosada

A uva "Nidgara Rosada" apresenta-se como uma daspais uvas consumidas
no Brasil, por ter alta qualidade para o consummatura bem como ao baixo custo de
producdo, o que tem permitido grande expansaoe® @itivada. Juntamente com a
‘Isabel’, sdo destaques como uvas de mesa comuaasyv&iedades rusticas menos
exigentes em tratos culturais e, por serem magaoles as doengas fungicas, estao
bem adaptadas as condi¢cdes de clima Umido, podsedcultivada no sistema
organico, onde nao sao realizadas aplicacées @asieds quimicos (DETONdt al.,
2005).

Pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho, em Bento ab@s¢ - RS,
desenvolveram uma técnica de producéo organicaald\iagara Rosada’ que garante
alta produtividade, sem a utilizacdo de agroquimiétssa forma de produzir € mais
ecoldgica, o que gera um produto mais saudavelgpaoasumidor e mais atrativo para
o mercado. Os principais pontos trabalhados néstms de cultivo sdo: a prevencao
de doencas, o manejo do solo, o manejo da plaatadubacéo. Ha dois sistemas de
producdo, com ou sem cobertura plastica. O pestprisdestaca, contudo, que o
sistema de cobertura plastica evita doengas e petierar a produtividade. (MELO,
2012).

2.10 Residuos da agricultura

O Brasil possui economia fortemente baseada nanagigiria. Dados do Centro
de Estudos Avancados em Economia Aplicada fornagaem dimensao da importancia
da industria agropecuéria para o pais: em 2008yt&cipacdo do PIB do agronegdécio
no PIB do pais foi de 23,08%. O desempenho do agdmio em 2012 foi marcado por
diferentes cenarios ao longo do ano; problemasatiows adversos (seca no periodo de
desenvolvimento das culturas e excesso de chuvépoea da colheita) seguiram
prejudicando a produtividade de diversas lavouGasn a expansao da demanda no
final do ano, o segmento industrial do agroneg&eguiu crescendo em dezembro:
+0,54%. (CEPEA, 2012; 2013).

Segundo Martin (2011), a tendéncia é que a proddedalimentos cresca no
mundo todo, pois a producdo mundial de alimentesiga crescer 70% até 2050 para
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garantir o abastecimento a niveis seguros. Conetguente, essa crescente producéo
acarretard no aumento da geracao de residuos ®dutys.

Estes residuos, por sua vez, representam um grekema, pois aparentemente
sem aplicacéo viavel, sdo descartados diretamenteeso ambiente. Muitos deles sédo
ricos em compostos bioativos, amplamente reconbgcjuelas suas propriedades
promotoras de saude e aplicagbes tecnoldgicas, d¢aimo antioxidantes e
antimicrobianos, representando portanto, potenétaites naturais destas substancias
(MELO, 2010).

Estdo sujeitas a observancia da lei n°® 12.305, 2Zeled agosto de 2010, as
pessoas fisicas ou juridicas, de direito publicopovado, responsaveis, direta ou
indiretamente, pela geracdo de residuos sodlidoss eque desenvolvam acoes
relacionadas a gestéo integrada ou ao gerenciardentsiduos sélidos. Para os efeitos
desta lei, entende-se por destinacao final ambieatde adequada, as que incluem a
reutilizacdo, a reciclagem, a compostagem, a reag@e e 0 aproveitamento energético
ou outras destinacdes admitidas pelos 6rgaos centpst entre elas a disposicao final,
ambientalmente adequada: distribuicdo ordenadae@éos em aterros, observando
normas operacionais especificas de modo a evitersdau riscos a saude publica e a
seguranca e a minimizar os impactos ambientaissov¢BRASIL, 2010).

A compostagem é a “reciclagem dos residuos orgghifmrma de recuperar 0s
nutrientes dos residuos através de um processmliolque acelera a decomposicéo do
material organico e leva-os de volta ao ciclo ra@fuenriguecendo o solo para
agricultura (BRASIL, 2013).

Kiehl (1985) relata que durante o processo de cstagem é possivel observar
trés fases distintas: uma primeira inicial e raps#guida de uma segunda fase de semi-
cura ou bioestabilizacdo, para atingir finalmenteteeceira fase, a humificacéo,
acompanhada da mineralizacdo de determinados cemigsnda matéria organica.

Para que todo ciclo esteja completo sdo necessapioximadamente de 90 a
120 dias ap06s mistura dos materiais organicos (digmelo da relacdo C: N do residuo),
tendo como resultado um composto normalmente esewte textura turfa, utilizado
como condicionador de propriedades fisicas e hicddgdo solo, assim como, um
composto fertilizante que fornece os nutrientesrasais para o suprimento das plantas
(CERRI, 2008).

A aplicacao de diferentes tipos de residuos n&agrra € uma pratica que esta

sendo utilizada tanto para beneficio do solo, cpara destino de grandes quantidades
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de rejeitos. Antes de ser utilizado na agriculteragsiduo, de qualquer procedéncia,
deve ser analisado para verificar se em sua cogmwsndo ha substancias e
microorganismos em quantidades elevadas, que pogsaaprejudicar o solo e os
aquiferos subterraneos. Aqueles que ndo atendesepspecificacoes determinadas
pelos Orgdos responsaveis pelo controle ambientakmo apds tratamentos, néo
poderdo ser utilizados, devendo ser disposto emislapropriados, como 0s aterros
sanitarios (FALCAQ, 2005).

Segundo De Oliveira (2010), ainda que haja todgleza da flora brasileira e
do potencial para o aproveitamento de residuogdeuitura e da agroinddstria, no pais
ainda ha poucos investimentos em tecnologias capedeeagregar valor a esses
subprodutos. No entanto, atualmente, as exigérgiagrnamentais e do mercado
consumidor vém acarretando custos cada vez magareso tratamento dos residuos
gerados pelas industrias de alimentos, o que aanagmiportancia do desenvolvimento
de tecnologias que possibilitem o reaproveitameetses residuos, ao mesmo tempo
em gue sejam ambientalmente seguros e garantaalidagie dos produtos.

O Brasil, por ser um pais de grande atividade algricc um dos que mais
produzem residuos agroindustriais. Produtores éstnids enfrentam o problema de
descarte da biomassa residual que, embora sejagoamthvel, necessita de um tempo
minimo para ser mineralizada, constituindo-se ndome de poluentes ambientais
(CORREA, 2011).

Dentre os diversos residuos gerados pela agromalbsasileira, destacam-se os
vinicolas por serem ricas fontes de compostos ifm®k pela expressiva quantidade
resultante do processamento, ja que bagaco (cassesientes), engaco e a borra do
processo fermentativo representam em meédia 30%oldone de uvas utilizadas para a
producao vinicola (MEL@t al, 2011).

Embora recente, o setor vitivinicola brasileiro tamancado tanto nos produtos
elaborados quanto na producgéo de uvas destinadamaomo in natura, 0 que o torna
uma promissora fonte de substancias bioativas aiatukinda que os produtos da uva,
sucos e vinhos, sejam mundialmente reconhecidos pemnposicdo quimica que
apresentam, principalmente com relacdo as suasasglas antioxidantes, pesquisas
envolvendo residuos do processamento de uvas sdoresantes e representam um
campo cientifico com muito a ser explorado. Os ehios estudos envolvendo
subprodutos da vinificacdo atrelaram-se quase quisvamente na composicao

polifendlica das sementes e mais atualmente téhad® grande importancia também ao
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bagaco gerado. Entretanto, os demais residuosrpeoves do processo, tais como o
engaco e a borra da fermentacao ainda tém recpbida atencdo (MELO 2010).

A recuperacdo de compostos antioxidantes a parsirdéscartes continuos da
indUstria de vinho poderia representar um avangoifgativo na manutencdo do
equilibrio do meio ambiente, visto que, para adcolas, as grandes quantidades de
residuos gerados apresentam sérios problemas @deearagem, de transformacao, ou
de eliminacdo, em termos ecoldgicos e econdmicssa Bituacdo explica o interesse
crescente em explorar e agregar valor aos subm®dda vinificacdo, rico em
propriedades biolégicas relevantes para as inddstfarmacéuticas, quimicas e
alimenticias (ALONSCet al, 2002; LOULIet al, 2004; ROCKENBACHe:t al, 2008).

2.11 Residuos da vinificacao

Os principais subprodutos da vinificagcdo sé&o sejparalurante as etapas de
esmagamento e prensagem das uvas, e apenas peguenitades desses residuos sao
valorizados ou aproveitados (TORRESal, 2002). A recuperacdo de compostos a
partir dos rejeitos das industrias de vinho e spoderia representar um avancgo
significativo na manutencéo do equilibrio ambient&to que nas vinicolas as grandes
guantidades de residuos gerados causam sériosemaxl de armazenagem,
transformacao ou eliminacdo, em termos ecologi@admicos. Esta situacao explica
0 interesse crescente em explorar e agregar vatosibprodutos da vinificacdo ricos
em propriedades biolégicas relevantes para as thagifarmacéuticas, quimicas e
alimenticias (DE OLIVEIRA, 2010).

Também é valido ressaltar que além de proporcimmse de matéria-prima para
pesquisas de novos compostos bioativos, a regtilizdestes residuos ajuda a depletar
os danos ambientais. Residuos agroindustriais exgeea elevada composi¢ao
organica. Seu descarte no meio ambiente € fonteédes problemas; a liberacdo
excessiva de nutrientes como fésforo e nitrogépiade causar eutrofizacdo de
ambientes aquaticos, com consequente diminuicdoxagEnio dissolvido, causando

morte de organismos aerobios e desequilibrio dssestema local (MARTIN, 2011).

Os residuos da vinificacdo: engac¢o de cachigs 3, em apéndice), bagaco de
cascas e sementes de uv&sy (04, em apéndice), disponiveis em empresas ou

propriedades produtoras de vinho, devem ser uiitiggara a elaboracdo de compostos
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organicos. Normalmente esses materiais se acunmulanaambiente por um longo
periodo de tempo, até sofrerem um processo naferalecomposicdo pela acdo de
chuvas e temperatura (ALBUQUERQWEal, 2006).

Quanto a origem, se classificam em residuos afgopastoris, gerados nas
atividades agropecuarias e silviculturais, inclsids relacionados a insumos utilizados
nessas atividades, e residuos industriais, geramoprocessos produtivos e instalagdes
industriais (BRASIL, 2010).

Da industrializacdo dos subprodutos da vinificagéimgem diversos produtos,
destacando-se a aguardente, o alcool etilico,mddesemente de uva e o acido tartarico
(DA SILVA, 2003).

O bagaco, produto resultante da prensagem das snesseas, € 0 principal
subproduto da vinificacdo, ndo soO pela riguezaddica e tartarica, mas também pelo
interesse econdbmico de alguns dos seus compornisitass (DA SILVA, 2002). A
maior parte desse residuo é usada para racao aminaubo; sendo assim, pesquisas
que permitam sua utilizacdo para obtencdo de cawgpdsoativos podem representar
um ganho econdmico significativo (DE OLIVEIRA, 2010

O bagaco de uva representa uma importante fonédede As sementes de uva
possuem de 10 a 20% de 6leo, que € especialmeatem acidos graxos insaturados.
Acidos graxos poliinsaturados, como os &acidos diicol e linolénico, sdo essenciais
para o corpo humano porgue este néo € capaz e@#iziribs. Desta forma, o 0leo das
sementes e do bagaco de uva, rico em &cido limgl@iade representar uma fonte
valiosa de 6leo dietético (GOKTURK BAYDAR al, 2007).

Segundo dados da industria, na producdo de 108 kit vinho tinto obtém-se
25 kg de residuo sendo 17 kg de bagaco. No Bram#, pequena parte deste residuo €
reutilizada para a producéo de destilado de uvah@mda como “grappa”), mas a
maior parte é desperdicada ou subutilizada parbagdio do solo e complemento de
racdo animal (por ser fonte de fibras). Porém, @ fosquente desse residuo para a
adubacdo de solo € desaconselhavel devido a letegoadabilidade das sementes de
uva, 0 que nao propicia a conversao total da naatéganica de uma safra para a outra.
Por outro lado, o bagaco n&o deve ser oferecido pos animais em funcéo da
guantidade elevada de fibras; precisa ser tritura&doservido com produtos
complementares, 0 que torna inviavel seu consumgramde escala (FAMUYIWA e
OUGH, 1990; FREITAS, 2007).
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O cacho de uva é composto pelo engaco (parte leapégelas bagas ou gréos.
Na uva madura, o engaco representa de 4 a 10%sddqtal, sendo que o peso restante
representado pelas bagas. De acordo com o autarya&asancia se deve a forma do
desengace, se manual ou automatizada. Na vinibcacéngaco é geralmente separado
das bagas antes da fermentacgé&o, pois confere lao &margor e adstringéncia. A baga,
por sua vez, é constituida de casca ou pelicula @D do peso), sementes (2 a 8%) e
polpa (52 a 78%). A casca € revestida externampateuma substancia cerosa
protetora, a pruina, que diminui as perdas de dguzaga e onde se alojam leveduras e
bactérias (LONA, 2003). A casca da uva também é fonte de antocianidinas e
antocianinas, que sao corantes naturais e posswgmegoades antioxidantes, entre elas
inibicdo de lipoperoxidacao, e atividade antimutacg (SOUQUETet al,, 2000).

De acordo com Prozil (2008), o engaco da uva € ubpreduto gerado no
processo de vinificacdo com potencial valorizagoa pesquisa teve como principal
objetivo a caracterizacdo quimica do engaco dapara a utilizagdo deste como
matéria-prima para novos materiais. A composicamipa do engaco revelou que é um
material lenho-celulésico, onde o componente majoi € a celulose (30,3%),
seguindo-se as hemiceluloses insolaveis em aguate](21%) e a lenhina (17,4%).
Relativamente aos outros componentes, € de desiaekvada presenca de taninos
(15,9%) e de extractaveis em agua quente (23,7&4. @dlise dos monossacarideos
averiguou-se que as xilanas sdo o segundo polisd@canajoritario no engaco depois
da celulose (cerca de 12%).

Ferreira (2010) conclui em seu trabalho que o engacuva pode ser utilizado
na producéo de biocompostos com qualidade supadocomparado e produzido a
partir da madeira do pinheiro. Os provetes de emgaando comparados com provetes
de pinho de densidade média (0,7g/cm3) apresentahores propriedades mecanicas
como a resisténcia a flexdo e elasticidade e tanthéthor resisténcia a umidade. Os
biocompostos de engaco de uva s&o bons isolamegd®é. O valor da condutividade
térmica mantém-se constante a medida que a temperatmenta e o seu valor
encontra-se dentro dos parametros estabelecidas gmrmadeiras na gama de
temperatura de 40 — 180° C.

Segundo Da Silva (2003), engacos sdo as matéimagpmais pobres e de
valorizacdo mais simples. Os engacos, quando skEan@or maquina apropriada,
constituem cerca de 3,5 — 4,5% da massa totalndinva. Em sua constituicéo, pode-se

considerar que contém um teor aproximado de 504mddade, e que na matéria seca
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predomina a celulose (30 — 40%) e a lenhina e, enomguantidade, matéria tartarica.
A composicdo dos engacos torna imprépria a suaagédo como alimento para gado. O
seu aproveitamento esta limitado, como base decomgosto” ou como matéria-prima
para a industria do papel e de materiais de cay@irlPode ser utilizado como adubo
organico e para a obtencdo de combustivel devidseaocelevado teor celulésico. O
poder calorifico do engaco € da ordem das 2000 GO 2@lorias/kg, e o seu
aproveitamento como combustivel € absolutamentelvia

Uma pesquisa da EMBRAPA, em Petrolina, reuniu damosjuais inferem a
qualidade forrageira encontrada nas sobras (bagatas uvas processadas em
industrias de vinho. E valido ressaltar que, a pissgdenota esse residuo como um
bom ingrediente para compor dietas alimentares pareos e caprinos, em especial
durante o periodo seco quando ha escassez deeformag sertdo. Com a expansao do
setor vinicola, consideram-se esses dados relevpata que os agricultores fagam bom
uso desses residuos em sua area de trabalho (AR/2000).

A empresa Adubare, sediada em Veranopolis, investaesiduos provenientes
da viticultura, produzindo adubo organico e minekdse adubo € constituido dos
elementos quimicos bésicos (nitrogénio, fosforo otdgsio) associado a matéria
organica (ADUBARE, 2013).

De acordo com Vit (2009), o conceito de sustentidde implica no
aproveitamento integral e a valorizacdo da totdkdalas matérias-primas, o que
também vem sendo descrito como um processo denalpgdd do que até pouco tempo
atras chamavamos de rejeitos. O processo pretesdiddicerca simultaneamente na
geracdo de alimentos funcionais (Portaria 398 309®9 - Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude), e ao mesmo tempworma de organicos EU (Uniéo
Européia). Em seu trabalho, a pesquisadora avaia@omposicdo centesimal das
amostras de farinhas de engaco, bagaco e sementwadea fim de realizar um
comparativo com outras farinhas ja disponiveis rescado. Em suas consideracoes
finais, ela afirma que as farinhas de engaco, lmmgagemente de uva apresentam em
termo de fibras e proteinas maior quantidade paséma que a farinha de trigo comum.
A farinha de subprodutos da uva conforme desccitaaapresenta pouca diferenga em
macro elementos quando comparada com uma faritdgrah de trigo.

Por possuirem as caracteristicas supracitadaatiaBds de subprodutos de uvas
apresentam-se com promissor potencial de aproveit@mnpodendo em alguns casos

enriquecer o produto final em termos de nutrieetasnda aumentar o faturamento das
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industrias vinicolas, prevenindo simultaneameniadasejada formagdo de chorume
(VIT, 2009).

A crescente demanda por alimentos benéficos a satdeompanhada pela
preocupacao por processos que gerem baixo volumeesgiduos sdlidos, ou que
proporcionem seu reaproveitamento. Em sua pesdiag (2011), elaborou farinha
de bagaco de uva para a formulacdo de biscoitasp @ternativa de utilizacdo do
grande volume deste residuo gerado pela industivénicola. A farinha de bagaco de
uva foi obtida através da moagem do bagaco secposterior, padronizacao
granulométrica. Ja a farinha integral de aveiagfitida através da moagem da aveia em
flocos. Para a elaboragéo dos biscoitos foranzatlhs trés formulagées com diferentes
percentuais de substituicdo da farinha de trigofganha de bagaco de uva e farinha
integral de aveia, que foram denominadas de fogde® A, B e C com 30%, 40% e
50% de substituicdo, respectivamente. Os biscditmam submetidos a analise
sensorial e teste de intencdo de compra, onde spdta#@os demonstraram que as
amostras nao diferiram significativamente (p<O0,@BYya os atributos crocancia e
caracteristicas globais, diferindo apenas quantsador, onde a formulacédo A obteve
escore meédio maior, diferindo significativamente fdamulagcdo C. Os julgadores
demonstraram intencdo de compra para todas as |layoms, ndo havendo diferenca
significativa entre estas (p<0,05). Os biscoitagsgntaram boa aceitacéo e intencao de
compra, demonstrando o potencial do uso do baga&cawvd como ingrediente
alternativo na producédo de biscoitos, sendo aprelgiddo sO por suas caracteristicas
sensoriais agradaveis, como também por ser unmraatitex de reaproveitamento de um
produto normalmente descartado.

Em recente trabalho, Souza (2013), verificou gsalproduto de vinificacdo da
uva ‘Bordd’ Vitis labrusca pode ser utilizado para produzir pigmentos emaj#Em de
apresentar diversas atividades biolégicas. Os mitupidos no Spray dryer a partir do
extrato de cascas e sementes utilizando carreaddtoflextrina 10 DE — equivaléncia
de Dextrose) a 20 e 30%, em temperatura de atéeQ,7@resentaram estabilidade no
teor de antocianinas e na cor, frente as condidéesstocagem (25° C e 32,8% de
umidade relativa) superior as amostras de extridppsdos e a amostra de extrato
liofilizado sem carreador. As amostras testadassapitaram capacidade antioxidante e
atividade antimicrobiana principalmente contra asctérias Gram-positivas

Staphylococcus aureuwsListeria monocytogeneg\presentaram também altos valores
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de inibicdo da enzima arginaseld@shmaniaindicando o potencial dessa variedade de

uva como fonte de compostos a serem utilizados ¢ognediente funcional.

2.12 Antibacterianos naturais

Cresce cada vez mais no mercado consumidor de rabmea ideia de que
produtos naturais sao fonte de saude e bem-estanpesicdo aos produtos sintéticos,
frequentemente relacionados com efeitos colateragesejados. Dentro dessa
perspectiva, produtos “verdes” tornam-se cada vais walorizados na sociedade, e
essa demanda tem causado mudancas significativadivemsos setores industriais,
inclusive no setor de bebidas e alimentos. Busaanpar parte das empresas do setor,
elementos naturais que sirvam de matéria-primagaesenvolvimento de uma grande
variedade de produtos. O potencial antimicrobiaeaesiduos agroindustriais ja vem
sendo pesquisado nos ultimos anos. Foi demonstraatévidade antimicrobiana em
sementes de uva (JAYAPRAKASH# al, 2003; BAYDARet al, 2004), bagacos de
uva (PUUPPONEN-PIMIAet al, 2001; KATALINIC et al, 2010), partes de uvas e
produtos da vinificacdo (ANASTASIADdt al, 2008).

A medida que a economia global gera producdo epmte de alimentos em
escala mundial, o uso de antimicrobianos em aliozes® faz cada vez mais necessario,
para que se garanta fornecimento de alimentos alelgde. Na industria de alimentos,
0 uso de conservantes naturais tem se tornadoefmegjuisendo que muitas especiarias e
ervas representam alternativas em potencial no atanébdeterioracdo e ao crescimento
de microrganismos patogénicos desde que apresepteprjedades antimicrobianas
(MARTIN, 2011).

As plantas apresentam diversas vias metabodlicasndaigas que levam a
formacdo de compostos, cuja distribuicdo é restritalgumas familias, géneros ou
mesmo espécies. Diversos estudos tém sido realizzmln 6leos essenciais das mais
diversas plantas, e sua atividade antimicrobiaeatdra microrganismos patdogenos e
deterioradores, tem sido comprovada (SALIMEBAl, 2010).

Diversos trabalhos realizados sobre a acédo antitiach de plantas medicinais
tém comprovado sua eficacia e desta forma ampkadoutilizacdo. De acordo com
Wiest et al. (2009a), a pesquisa de fatores de protecdo atdiimt em recursos
naturais como plantas com indicativo medicinal oandimentar vem sendo

recomendado como prioridade pelas Conferéncias Misndle Saude. Em suas
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revisbes, 0os autores descrevem a triagemitro, atraveés de testes de diluicdo em
sistema de tubos mudltiplos, de atividade anti-#stafco de diferentes extratos de 80
plantas com indicativo etnografico medicinal, comeintar ou aromatico, acessadas na
regido metropolitana de Porto Alegre, RS. Demonst® atividade seletiva em 39
espécies, enquanto as demais 41 nao apresentaraiacs.

Os mesmos autores estenderam suas observa¢cOespacgém de atividade em
plantas frente &almonellaEnteritidis (WIESTet al, 2009b), demonstrando algum tipo
de atividade em 50 espécies dentre 86 testadarebiés extratos de 59 plantas com
indicativo medicinal, foram confrontadas frenteEacherichia coli observando-se
atividade antibacteriana seletiva em 30 delas (WI&Sal, 2009c).

Majolo (2009) determinou a intensidade de atividddeinibicdo bacteriana e
intensidade da atividade de inativacdo bacteriama selucdes contendo extratos
hidroetandlicos e hidricos (decocto e infuso) Riga orellana L. (urucum) sobre
in6culos padronizados d8almonella Enteritidis, Escherichia coli Staphylococcus
aureus Enterococcus faecalise Listeria monocytogenesOs extratos hidricos
apresentaram baixa atividade de inibicdo e/ouviagdio sobre os indculos bacterianos,
enquanto que a forma de extracdo hidroetandlicasaptou atividade antibacteriana
seletiva e significativamente mais intensa (inibigéativacdo) entre as cinco bactérias
testadas. Independente da forma de extracdo, déribacEnterococcus faecalig
Listeria monocytogeneoram as mais sensiveis a atividade antibacteri@nquanto
qgueEscherichia coliapresentou a menor sensibilidade.

Segundo Maciel (2011), o extrato aquoso e o etamdld hibisco séo utilizados
em sistemas alimentares para prevenir a contangnbgéteriana. Em seus estudos
recentes, constata uma possivel relacéo direta antobncentracdo de antocianina e a
atividade antibacteriana em diferentes estruturagetais do hibisco Hibiscus
sabdariffal.).

2.13 Atividade antibacteriana em subprodutos da wv

O potencial antimicrobiano de residuos agroindaistja vem sendo pesquisado
nos ultimos anos. Foi demonstrada a atividade &rbitiana em sementes de uva,
bagacos de uva (MARTIN, 2011), partes de uvas eduypos da vinificacdo
(ANASTASIADI et al, 2008). Chan (2002) verificou atividade antimbiema do

resveratrol contra microrganismos causadores decdsede pele, notadamente as
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bactériasStaphylococcus aureugnterococcus faecalisPseudomonas aeruginosaos
fungos Trichophyton mentagrophyte$richophyton tonsuranslrichophyton rubrum
Epidermophyton floccosusMicrosporum gypseum.

Rotava et al. (2009), determinaramin vitro a atividade antibacteriana,
antioxidante e tanante de subprodutos da Mu#s (viniferg para seu aproveitamento
como ingredientes alternativos na industria avieola conservacao de alimentos. O
extrato de semente de uva desengordurada apresatdcatividade antibacteriana
vitro contra cepas d8taphylococcus aureuwsEscherichia coliembora baixa atividade
contra cepas d&almonellasp.

Mardiganet al (2009b) em seus estudos preliminares com exgtatwlico do
bagaco de uva Isabélifis labruscg, testou seu potencial de inibicado frente a bactér
Gram-positivaStaphylococcus aureuso qual tem um papel importante na area de
alimentos, por estar relacionada com o manipula#o@limentos e também causar
intoxicagdo alimentar. A atividade antibacterianastd extrato determinou o
desenvolvimento de halos de inibicdo de 7,75 ani25le diametro para a bactéria
Staphylococcus aureukstes resultados indicam que o extrato de bagago/a Isabel
possui potencial como antibacteriano em alimentos.

A uva Isabel é uma das principais cultivaresvites labrusca Sendo destaque
como uva de mesa comum, variedade rustica e, portanenos exigente em
tratamentos fitossanitarios. Foi determinado oemhd total de compostos fendlicos em
extrato de uva IsabeN(tis labruscg pelo método de Folin-Ciocalteau em analise
espectrofotometrica e a atividade antibacteriaa#iagdain vitro do extrato de uva sobre
Bactérias Acido-Laticas (BAL), causadoras de lirdade em salsichas. O resultado
meédio do teor de fendlicos totais no extrato de isadel foi de 14,80 mg/mL. As
salsichas foram banhadas em extrato de uva, enalsald/acuo e armazenadas em
geladeira, com temperatura de 8°C. Determinou-t@®ide BAL nas salsichas com e
sem tratamento com extrato de uva nos dias 0, A% 85. Constatou-se que houve
diferenca significativa, onde os resultados pa@ise sem extrato de uva foram 2,74;
4,38; 5,18 e 6,78 log UFC/mL. Nas amostras conarmahto de extrato de uva foram
1,70; 4,09; 3,37 e 4,48 log UFC/mL. A concentracks compostos fendlicos do
extrato de uva pode ser influenciada pelo tipoxdeedo e procedimentos empregados
na producdo do extrato de uva e pelas reacdes goeem durante o seu
armazenamento (MARDIGAIMst al, 2009a).
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Segundo os resultados demonstrados por Martin j2@Jdtividade inibitéria de
extratos de partes de uva, como bagaco e semeabgs, bactérias Gram-positivas esta
em concordancia com o0s resultados encontrados enudoss anteriores
(JAYAPRAKASHA et al, 2003; BAYDAR et al, 2004). Atividade antibacteriana de
uvas e subprodutos de vinificagdo, tais como bagsementes e engacos, contra a
bactéria Listéria sp, reforcam o potencial de €&vade compostos antimicrobianos
nesse tipo de residuo (ANASTASIABt al,, 2008).

2.14 - As bases da viticultura organica

A viticultura ecolégica, base de uma enotecniadgiod, tem proporcionando
grandes extensdes de seu cultivo e a diversidageodatos que gera. Segundo Hidalgo
(2002), dentro de um amplo contexto da agriculte@légica ou bioldgica,
mundialmente, grande interesse tem despertado cespostas aos grandes problemas
surgidos nos ultimos tempos, pelo abuso indiscandnde determinados produtos de
sinteses empregados na producao, elaboracao evag@&edos alimentos.

Em regides tropicais, a ocorréncia de doencas podr a viticultura, caso
medidas adequadas de controle ndo sejam adotadgaxoimecimentos sobre os
patdgenos importantes para as diferentes cultivdeesideira, os estagios de maior
suscetibilidade da planta as principais doencasfl@&ncia das condi¢des climaticas
sobre os patdgenos e as plantas e os fungicidagegates em cada situacdo, auxiliam
no estabelecimento de um programa de controle makide doencas, tornando os
tratamentos mais eficientes e reduzindo os cuswmspmducdo e 0s riscos de
contaminagao do ambiente (NAVESal, 2006; LULU, 2008).

A viticultura organica se baseia em adubacdo ocgamiobertura de solo com
vegetacao e controle de moléstias exclusivamembecadda bordalesal. Nas condicdes
brasileiras pode ser praticada apenas em situag&mrisumo doméstico de uvas de
espécies americanas, tolerantes as moléstias. iduligra organica abrange todos os

sistemas agricolas que promovam a producédo de rabse fibras de modo sadio

! Calda bordalesa é permitida na agricultura orggmicque os seus componentes, sulfato de cobre sdcapouco tdxicos, além
de contribuir para o equilibrio nutricional dasmiés, fornecendo célcio e cobre. Existem formulag@i®ntas do produto no
comércio, porém, pela facilidade de preparo, «fiiéé e economia, compensa a sua preparacdo caRaienl0 litros de calda
bordalesa a 1%: 100 gramas de sulfato de cobregfdfas de cal virgem e 10 litros de 4gua. Obs&orase for cal hidratada,
utilizar 180 gramas. (MOTTA, 2008).
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socialmente, economicamente e do ponto de vistaeatab Tais sistemas tem como
base da capacidade produtiva a fertilidade intcas® solo, o respeito a natureza, as
plantas, aos animais e a paisagem, otimizando tedtes fatores interdependentes
(GIOVANNINI, 2001).

A calda bordalesa foi utilizada, pela primeira v@py volta de 1882, em
Bourdeaux, na Franga, para controlar o mildio edeivd. E um insumo utilizado em
hortas e pomares organicos, devido a sua eficiépeiecipalmente em controlar varias
doencas causadas por fungos (mildio, ferrugem.ene@y pinta preta, cercosporiose,
antracnose, manchas foliares, podriddes, entreag)uem diversas culturas. Tem
também efeito repelente contra alguns insetosctais: cigarrinha verde, cochonilhas,
trips e pulgbes (MOTTA, 2008).

A agricultura biolégica ou organica reduz drastieate 0 emprego de insumos
externos através da exclusdo de fertilizantes qobnipesticidas e medicamentos
quimicos sintéticos. Ao contrario, utiliza a fordas leis naturais para aumentar os

rendimentos e a resisténcia as moléstias (GIOVANNINO1).

O vinhedo organico é visto como um sistema intemae conversao de energia
do sol em nutrientes do solo e da agua nas uvas,uco produto final que reflete o
"terroir" local: as condi¢bes ambientais (hidro&gsolo e microclima), bem como as
praticas tradicionais de processamento. Para mramgjainhedo ecoldgico é necessario
alta tecnologia, principalmente no que se referasgecto fitossanitario. Se deve antes
de tudo adaptar formas de conducédo, utilizandotgdasas e resistentes, pois a
condicdo ecologica estd amplamente inclusa na igan€dGIOVANNINI, 2001;
HIDALGO, 2002).

Todos os aspectos da viticultura como a forma dpsst dos arbustos, o solo, ou
controle de pragas e doencas sao gerenciados fraiaao a qualidade e a saude das
uvas e do vinho, produzidos ecologicamente. Eles a&base da vinificacao
ecoldgica (TRIOLI e HOFMANN, 2009).

2.15 Regulamentagé&o — viticultura organica europaie brasileira

Varias organizacfes europeias tém criado uma caotaum para lancar
regulamentos para a vinificagdo organica: AIAB, étéib, FIRAB (Italia), e ITAB
FNIVAB (Franca), SEAE (Espanha), e Bio Suisse e &tem Switzerland.
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O documento, denominado “Carta Organica Vinificag@aropeia” (EOWC) visa
promover o desenvolvimento de vinhos organicosficados e, portanto, compensar a
falta de um regulamento da Unido Europeia sobrénbovorganico. O conteudo da
carta € baseado nas mais recentes propostas dass@omituropeia sobre vinho
organico, emitido em janeiro de 2010. H& véariadesa para a implementacdo desta
Carta: superar a falta de uma legislacdo europe@strar a necessidade de uma
regulamentacdo europeia comum para o vinho orgamicpara organizacao entre
compradores e consumidores a fim de garantir spgeadncia sobre os meétodos da
vinificacdo. Produtores de vinhos organicos tamts@m incentivados a divulgar a
iniciativa e participar ativamente no reconhecimes¢ uma carta de vinhos europeus
organicos, que atesta a sua vinificacdo de acamfourna carta privada, de acordo com
o0 EOWC, e para indicar a sua participacédo no ratalproduto (EOWC, 2012).

No Brasil, as primeiras associacdes e instituigigeagricultores que buscavam
cultivar sem agrotéxicos foram fundadas nos anqsn@&®ks s6 em 1999 a Instrucdo
Normativa 7 do Ministério da Agricultura, PecuaddaAbastecimento estabeleceu as
principais diretrizes para a producao de organimm®pais. A Lei dos Organicos (Lei
10.831/03), conceitua o sistema organico de pradagfiopecuaria, estipulando suas
finalidades, componentes e obrigacbes; Decreto.32387 — regulamenta a Lei n°
10.831/03, os procedimentos para conversao dovsstenvencional para o organico,
regras para comercializacdo, cria o Sistema Brasitke Avaliacdo da Conformidade
Organica — SisOrg, determina o cadastramento deluppes da venda direta,
atribuicbes de fiscalizacdo, infracbes e penalislatfestrucdo Normativa n°® 19/09 —
institui os mecanismos de controle e informacdoqdalidade organica, institui 0s
escopos de certificacdo, procedimentos de credeeoi@m de OAC, de certificacdo e
cadastramento de produtores, e determina exigéeiegtulagem; Instrucdo Normativa
n° 50/09 — institui o selo oficial do SisOrg e eslace os requisitos para sua utilizagdo
(COAGRE, 2012).

A producdo, processamento, a rotulagem e comeai@o dos produtos
organicos no Brasil sdo regidas pela Lei 10.831¢08eus anexos. A Vinicola Mena
Kaho (empresa localizada em Bento Gongalves — R8,ogdeu grande parte dos
residuos, provenientes de cultivo organico, paraatizacdo do experimento) recebe
certificacdo auditada, realizada por certificad@ereditada pelo INMETRO e
credenciada junto ao Ministério da Agricultura, gia& o controle do setor. As

certificadoras, tais como a ECOCERT BRASIL, sa@oesaveis pela emissdo dos
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certificados que garantem a qualidade orgéanicapdodutos, validos para mercado
nacional e mercados internacionais com o0s quais rasilBpossua acordos de
equivaléncia (ECOCERT, 2011; 2013).

2.16 Agricultor como sujeito em agroecologia

A agricultura familiar, que sempre buscou com legdade sua manutencéo no
campo através das lutas sociais no embate ao agmoe pode sustentar um novo
paradigma baseado na busca de qualidade de videéstda geracdo de renda,
seguranca alimentar garantida na prépria propreedacbducéo de alimentos sadios,
limpos e acessiveis para a populacdo, atendender@ado interno; equilibrio com os
ecossistemas e producgéo sustentavel e ecologaia (BEAZZALA NETO, 2009).

A nocéao de sustentabilidade foi pela primeira vemduzida numa discusséo de
carater ambiental, em 1983, realizada em Nairobiganizada pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) para estudar a relacdo ensendelvimento e meio ambiente e
criar uma nova perspectiva para abordar estas dpsesA Comissdo sobre Meio
Ambiente e o Desenvolvimento (UNCED) produziu nessento um documento
chamado de Nosso Futuro Comum ou Relatério Brumditlem referéncia a presidente
da Comisséo, a entdo primeira-ministra da Noru&ya, Harlem Brundtland. Esse
relatorio veio a publico em 1987 e definiu o desdvimento sustentavel como um
"novo caminho de progresso social, ambiental e @o@o que procura atender as
aspiracoes do presente sem comprometer a posati@lide atendé-las no futuro”
(AZEVEDO e PELICIONI, 2011).

No Brasil, o processo de modernizacdo da agri@uiticia no final da década
de 50, com a mecanizacdo agricola. As politicamdéernizacdo seguiram a mesma
l6gica dos paises industrializados. Nem de longeiahgreocupacdo com a
sustentabilidade do processo. A concepcdo de dasenento como sindnimo de
crescimento econdmico, ao longo do tempo, da sidaisnsustentabilidade e traz
consequéncias sérias do ponto de vista econdnic@l € ambiental (MENEGETTI,
20009).
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A agricultura bioldgica tem de ser sustentavel sseesentido, reduz a utilizacéo
de fatores de producdo externos a exploracdo, redwnsumo de energia, mantém e
melhora a fertilidade do solo com base nos recutagsxploracéo (residuos organicos,
leguminosas em simbiose como a bactéria rizobedbxa de azoto, arvores de fruto e
outras espeécies vegetais em simbiose com micorrzdsngos) para aumentar a

absorcao de fésforo e de outros nutrientes em poloes (FERREIRAt al, 2008).

Pesquisas realizadas com recursos naturais, inthigras conhecimentos de
fitoquimica, farmacognosia, pesquisa de sistemfisi@nobianos entre outros, com 0s
objetivos e as técnicas preconizadas pela agragapknvolvem uma complexidade de
atuacdo, que nao permite restricdo do conhecimsmeente dentro de uma ciéncia,
muito menos excluindo a integracédo e a participadéoa do agricultor como sujeito da
producao, da aplicacdo e do usufruto do conhecompraduzido (GIROLOMETTO,
2005).

Contemporaneamente, nos debates sobre desenvdimeral sustentavel
tornou-se usual recorrer ao termo agroecologia paraificar uma determinada
proposta. Contudo, a utilizagdo dessa nocdo ndecifisp, de fato, o que estad sendo
defendido, uma vez que existe uma grande diversidadsignificados e concepcoes,
por vezes divergentes, envolvidas neste termo.gdmae agroecologia € reivindicada
em, especialmente, dois momentos: para designaiporde conhecimento agronémico
e como projeto politico de determinados movimesntmsais (DE CAMARGO, 2009).

A ciéncia agroecolégica apresenta duas caractadstjue a distinguem da
abordagem agron6mica convencional: a visdo ecadgic estudo dos sistemas
agricolas, ou seja, um enfoque sobre as relac@d&gezas no campo, sua dinamica e
funcao; e a perspectiva social, pois acredita-seogugraus de resiliéncia e estabilidade
dos agroecossistemas nédo sao determinados exochasitea por fatores ambientais ou
bidticos, mas também por fatores socioecondomic&CHiT, 2002).

Acredita-se que o atual modelo de desenvolvimental re de agricultura
convencional é insustentavel no tempo, dado suadgrdependéncia de recursos nao
renovaveis e limitados. Além disso, esse modelosielm responsavel pelo aumento das
diferencas socioeconémicas no meio rural. As é&gjimé de desenvolvimento
convencionais revelaram-se fundamentalmente limgagém sua capacidade de

promover um desenvolvimento equanime e sustentAtgliERI, 2004).
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Diante dos pontos supracitados, contempla-se assidegle prioritaria em se
aplicar a agroecologia como resposta as conse@sedaicrise ecologica resultante da
artificializacéo e simplificacdo da agriculturaeus processos, oriundos da introducao
da logica da producao industrial na agricultura WMOTO, 2005). Nesse contexto, a
agroecologia aborda de maneira nova, a integragfie es principios agronémicos,
ecoldgicos e socioecondmicos, assim como tambérmangpreensdo e avaliacdo do
efeito das tecnologias sobre os sistemas agrialas sociedade como um todo
(ALTIERI, 2004).

2.17 As zoonoses em saude e producao animal e emmahtos derivados

Entende-se por zoonoses, as doencas naturalmememissiveis entre o0s
animais e o homem e vice-versa, podendo classgieatomo: zoonoses diretas, nas
guais uma unica espécie de hospedeiros/ suscapdigeificiente para manter o ciclo da
doenca, no exemplo das salmoneloses em geral; ooeiases como aquelas em que
sdo necessarios um vertebrado e um vetor invedeprzo exemplo da fasciolose;
ciclozoonoses como aquelas em que sdo necessdiwsveltebrados de espécies
diferentes para a manutencdo do ciclo, no exemps tkniases/ cisticercose;
saprozoonoses como aquelas doencas com uma fasdadque pode ocorrer em local
inanimado como agua, no exemplo da leptospiros¢HA€ SZYFRES, 2003).

Na epidemiologia e profilaxia de doencas transwéssj a pesquisa de fatores
de protecdo sustentaveis, mormente entre reculogais renovaveis como plantas
com indicativo medicinal, condimentar ou aromaticonstitui prioridade segundo a
orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude/Cordem€nMundiais de Saude
(AKERELE, 1988; 1993), com énfase aos aspectosireust tradicionais envolvidos e
sua relagdo com a atencao basica.

O génerocSalmonellatem sua importancia para a saude coletiva, comside
sua resisténcia no meio externo, mais especificearan residuos, dejetos, alimentos
para consumo humano e animal, solo e aguas desaipashto, manifestando-se tanto
individualmente como em centenas ou milhares d&viohabs através de surtos. Sua
verdadeira incidéncia € dificil de ser avaliadasiderando as deficiéncias da vigilancia
epidemiolégica e de sua relacdo com a notificagdgue ndo impede o aumento
significativo do numero de focos constatados (ACHASZYFRES, 2003). Nesse



61

sentido, em saude e producdo animal, com consexrepercussao na cadeia alimentar,
Castagneet al (2004) demonstraram a presencaSdémonellasp. no trato intestinal e
em tonsilas/linfonodos submandibulares de suinos7@% das amostras utilizadas no
preparo de embutidos, constituindo importante fdtmrisco para a contaminacdo de
carcacas utilizadas na fabricagcéo desses produtos.

A Escherichia coliencontra-se largamente difundida na natureza, teodwm
habitat principal o trato intestinal de animaissdague quente, integrando as bactérias
do grupo coliforme, subdividindo-se em varios los e sorotipos, alguns dos quais
patogénicos em potencial para o homem, constitdedos alimentos e a agua sua
principal fonte de infeccdo. A bactéria é referadai ainda hoje como indicador de
contaminacédo fecal, mormente em alimentos, peldidade de sua comprovacao
diagndstica e por sua representatividade. Os difesesorotipos (enterohemorragico,
enterotoxigeno, enteroinvasor, enteropatdogeno exaagregativo) dé&scherichia coli
vém merecendo crescente atencdo epidemioldgicasidevando 0s riscos para 0S
humanos expostos a esta zoonose considerada ete¢fgelHA e SZYFRES, 2003).

A importancia do géner&taphylococcusem saude coletiva permanece em
evidéncia, considerando que o portador humano iteinst sua principal fonte de
infeccdo, estimando-se que 30 a 35 % das pessdias sdbergam esta bactéria na
nasofaringe ou na pele. Por sua vez, até 100% idesse aves podem albergar este
agente zoonotico em sua pele ou trato respirasdperior. Sob o olhar epidemioldgico,
seu envolvimento na mastite bovina sub-clinica tmm®utra preocupacdo constante,
podendo os animais produtores de carne e de leit&ilouir significativamente na
contaminagdo das diferentes cadeias alimentaredHBAE€ SZYFRES, 2003). Os
estafilococos existem no ar, na poeira, no esg@@gua, no leite e nos alimentos ou
nos equipamentos de processamento de alimentos,sup@ficies expostas aos
ambientes, nos seres humanos e nos animais, setefo dois Ultimos os principais
reservatorios do agente (FORSYTHE, 2002).

O génerdEnterococcu® uma importante causa global de infeccbes héesEsg
sendo cada vez mais associados com infec¢destdautiaario, endocardite, infeccdes
intra-abdominais e pélvicas, infec¢des relacionaaascateter, infeccdes de feridas
cirargicas e infecgbes do sistema nervoso. As dessecies mais comuns dos
Enterococcus@oEnterococcus faecalisEnterococcus faeciumimbos séo capazes de
produzir os biofilmes, que consistem de uma pogpwlage células ligadas de forma
irreversivel em varias superficies bidticos e atiét(MOHAMED e HUANG, 2007).
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De acordo com Paradel al (2007),Enterococcus faecali®sta presente em
infeccBes endoddnticas e periapicais persiste@@sacteristicas microbioldgicas, bem
como seus fatores de viruléncia, determinam a patoglade desta espécie, 0 que se
traduz em condi¢des clinicas pouco favoraveis sigiéncia das infeccbes, mesmo

guando um novo tratamento € instituido.

2.18 Desinfetantes e antissépticos

De acordo com a Farmacopéia (Brasil, 2010), ddsinfes sdo produtos
destinados a destruir, indiscriminada ou seletivde)e microrganismos, quando
aplicados em objetos inanimados ou ambientes.

Os antissépticos sao formula¢cdes com funcédo dénelirou inibir o crescimento
de microrganismos quando aplicados sobre a pelemocosas. Estes podem ser
classificados como agentes bactericidas devidpact@dade de destruir as bactérias nas
formas vegetativas, e como agentes bacteriostatjgando inibem o crescimento do
microrganismo sem destrui-lo. Uma caracteristicpontante a ser acrescida aos
antissépticos é a atividade residual, ou sejaidatie quimica persistente sobre a pele.
Ja os desinfetantes com largo espectro de ativiaaiit@icrobiana podem ser utilizados
em varios locais, incluindo a industria de process#o de alimentos, bebidas,
farmacéutica e médico-hospitalar. Seu uso na &spitalar e em outros servigos de
saude tem grande importancia devido as suas pdaplés bactericidas, virucidas e
fungicidas que causam a inativacdo de microrgarssme forma vegetativa (néo

esporulada) em superficies inanimadas (REI&., 2011).
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CAPITULO Il

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Engacos, cascas e folhas foram coletados nos medesereiro e marco, durante a
safra de 2011, em dois momentos diferenciados. Apifssengace da uva na vinicola,
obteve-se 0 engaco (ramificacdes do cdalgjo03 em apéndice). O bagaded 04, em
apéndice), obteve-se ap0s a prensagem sem a fag@enpara suco. Em seguida, a
casca e as sementes foram separadas manualmerftéhass foram coletadas apés a
colheita da uva, nas parreiras. Os locais de cdteam Campo Experimental da
Embrapa Uva e Vinho, localizado em Bento Goncaleede foram coletados cachos de
uva do cultivar ‘Nidgara Rosada’, para Controleadduos fitossanitarios; propriedade
da familia Strapazzon localizada na Linha Sado ReainoBento Gongalves (residuos do
cultivar ‘Moscato’) e Vinicola Mena Kaho, Sucos einNos Finos Orgéanicos
Certificados, localizada na Linha Eulalia, em Be@tncalves (residuos dos cultivares
‘Bordd’ e ‘Isabel’).

As extracOes de alcool das alcoolaturas e hidrolturas; assim como as analises
para determinacdo de polifendis e antocianinasnfor@alizadas no Laboratério de
Higiene do Instituto de Ciéncias e Tecnologia dam&htos (ICTA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto AledRS. As analises
microbioldgicas foram realizadas no LaboratorioMierobiologia do Instituto Federal

de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grandeuti@ampusBento Gongalves.

3.2 Selecéo e preparo das amostras

Amostras intencionais, selecionadas folhas e wesidle uvas cultivadas de
forma organica, com o objetivo de evitar resultafddsos (negativos ou positivos). A
atividade antibacteriana encontrada se deve aosipios ativos presentes nos extratos
de folhas, engacos e cascas, sem uma possivétiateria de residuos de agrotoxicos

utilizados nas videiras.
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O cultivar ‘Nidgara Rosada’ safra 2011 e safraZ2@fentiimente doado pela
Embrapa Uva e Vinho, produzida com cobertura mlastido recebeu calda bordalesa
e, por este motivo, foi selecionado como contrafgeemental.

O material coletado foi acondicionado em sacostipt&se levados em seguida
ao laboratério, onde foram lavados com agua carerdeixados para secar na mesa,
em temperatura ambiente. Apds estarem secas, adramforam picadas com tesoura
de poda (engaco), tesoura comum (folhas) e as cdsmn separadas, retirando as
sementes de forma manual. Todas as amostras fpemadas antes de serem
armazenadas em vidro. Para o preparo de alcomdatutilizou-se vidros esterilizados
com tampa, na seguinte proporgédo: 400 gramas datemo natura em 1 litro de
alcool etilico de cereal a 96° GL (Farmaquimicatd’Alegre/RS/BR), de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1959).

Para o preparo de hidroalcoolaturas utilizou-seséira® secas em estufa a 40° C
com ventilacdo forcada, até pesagem constantemésteas foram picadas e colocadas
em vidros esterilizados com tampa, na seguinteqogdp: 100 gramas da amostra seca
em 1 litro de alcool etilico de cereal a 70° GLr(Raguimica, Porto Alegre/RS/BR), de
acordo com a Farmacopéia (BRASIL, 1959).

Amostras de folhas, engacos e cascas dos cultiresvas tinta (‘Isabel’ e
‘Bord®d’), branca (‘Moscato’) e rosada (‘Niagarad,serem utilizados como decocto,
procedeu-se como anteriormente, secando o mageniastufa a 40° C com ventilacado
forcada, até pesagem constante. Estas amostras toraazenadas em envelope de

papel pardo até o momento da decocg¢édo, para sedivaaas.

3.3 Selecéao e preparo dos inéculos

As amostras de inéculos padrd&merican Type Culture ColletiofATCC)
foram selecionadas pela sua importancia em satdieg@producao animal e alimentos
derivados; todas provenientes da colecdo bacteaiateantidas sob refrigeracéo, no
Laboratério de Higiene de Alimentos do Instituto @&ncias e Tecnologia de
Alimentos (ICTA), da Universidade Federal do Ria@de do Sul (UFRGS).

Duas bactérias Gram positivasStaphylococcus aureugATCC 25923),
Enterococcus faecali$ATCC 19433), e duas bactérias Gram negati@Gsmonella
Enteritidis (ATCC 13076)Escherichia coli(ATCC 11229), foram utilizadas para a
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avaliagé@o da atividade antibacteriana dos decectlus extratos de folhas e residuos da
vitivinicultura.

Os inoculos bacterianos foram reativados em meiocdtura Brain Heart
Infusion Oxoid® (BHI), em camara de fluxo laminag propor¢cédo recomendada pelo
fabricante (37 g/L), distribuido na quantidade denB/tubo de ensaio. Em seguida
foram transferidos para estufa bacteriolégica, pacabacdo aerébia a 37°C por um
periodo de 18 a 24 horas, com o objetivo de atingia concentracde 1,0 x 16
UFC/mL.

Foram realizadas diluicdes seriais logaritmicasiiselp a Técnica de Diluicdo
Serial de Tubos Multiplos (Avancini, 2002), a pado inoculo inicial, transferindo-se
assepticamente, 1ml deste para tubos de ensaenclan® ml de agua peptonada estéril
a 0,1% para obter a diluicdo & assim sucessivamente até a diluicad 10

Nas diluices 10 e 10° realizou-se a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC)/ mL, através da Técnica de Plagesémem Profundidade (Pour
Plate), conforme descrito na Farmacopéia Brasi{@8RASIL,1988). A analise foi feita
em triplicata, adicionando-se 1 mL da diluicAo ewmda placa de Petri vazia,
previamente esterilizada. Verteu-se 20 mL (aprogen@ente) de meio de cultura, neste
caso, agar nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA®, MEnd/Baltimore/USA) fundido
e resfriado a temperatura 40°C a 45°C. Agitou-péaea em movimentos circulares.
Apos solidificacdo do meio, as placas foram colasadm estufa bacterioldgica, em
posicao invertida. A leitura e contagem foi realeapds 24 horas de incubacédo aerdbia
a 37°C. Fez-se a média aritmética das Unidades dttmras de Colbnias. O teste de
triagem s6 era realizado apoés a certificagdo dertarescimento nas placas, na diluicao
107 > 10 UFC/mL, e na diluicdio 0> 1 UFC/mL, segundo Cavalli-Sforza (1974).

3.4 Método para obtencao dos extratos

Apés um periodo minimo de quinze dias, as alcoaate hidroalcoolaturas
armazenadas em vidro, foram filtradas com papéltde esterilizado, o volume obtido
apos filtragem foi anotado, assim como o teor dico@ a temperatura. Com o auxilio
da tabela “For¢ca Real dos Liquidos Espirituosd3ugdro 2, em anexo), fez-se a
devida correcdo da graduacgdo alcoolica. A quashtiddo &lcool a ser retirado foi

calculada segundo Farmacopéia Brasileira (BRAS859), com base na equacédo que
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consta nos protocolos modelo em anexo. Apos aegdldo dos céalculos e os protocolos
preenchidos, as amostras eram submetidas a dastfiacionada sob presséo reduzida
em aparelho evaporador rotatorio.

A porcéo alcoolica foi desprezada e o extrato obfd vertido em vidro esteéril
para ser transportado ao laboratério de microbialdg IFRSCampusBG para realizar
as analises de atividade antibacteriana. O volnm&l ndo foi reconstituido, porque
posteriormente, foram realizadas diluicbes prograsgara obter extratos a 50%, 40%,
30% e 20% a partir do extrato puro destilado. BEstdificacdo foi acatada pelo grupo
de pesquisa atual, o que facilitou o transporteoakgboratorio situado na cidade de
Bento Goncalves, reduzindo também a possibilidadeodtaminacgéo.

A concentracdo 50% foi obtida a partir de 50 mlLedtrato puro destilado com
a adicdo de 50 mL de agua destilada esterilizadamomento das analises. A
concentracdo 40% foi obtida a partir de 40 mL diva¢a puro destilado com a adicéo
de 60 mL de 4gua destilada esterilizada. A conaeid 30% foi obtida a partir de 30
mL do extrato puro destilado com a adicdo de 70dmlagua destilada esterilizada. E,
para finalizar, a concentracdo 20% foi obtida aipde 20 mL do extrato puro destilado
com a adi¢éo de 80 mL de agua destilada estewdlizad

Para o controle da assepsia dos procedimentos tdac&@x, determinou-se a
esterilidade dos extratos em camara de fluxo lamhesirando-se aliquotas de 5 mL,
semeadas em tubos de ensaio contendo 5 mL deHeam Infusion Oxoid® (BHI), na
proporcdo recomendada pelo fabricante (37 g/L).t@®s eram transferidos para
incubacdo aerdbia em estufa bacteriologica, a BIQUM periodo de 24 e 48 horas.
Foram realizados o0s respectivos plagueamentos emn ragriente (Nutrient Agar,
ACUMEDIA®, Maryland/Baltimore/USA). Apos 24 horasdncubacdo das placas,
eram realizadas as leituras para confirmacdo derilekide. Estes testes foram

realizados concomitantemente as analises de atwidatibacteriana.

3.5Método para obtencéo do decocto

Folhas, engacos e cascas dos quatros cultivasas uwbmetidos ao processo de
decoccéo (planta seca) para obter as solucfeseapitcsas e/ou desinfetantes testadas,
segundo Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1959).itdil-se a proporcao 100 gramas

de amostra seca para 1 litro de agua destiladas Api@rvura, a amostra contida no
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frasco Erlenmayer com uma tampa de vidro (plac&elei), permaneceu sob fogo
brando (bico de Bunsen e manta de amianto) por ibbitas. Apds este tempo, 0
decocto foi resfriado em temperatura ambiente da@oam papel de filtro esterilizado.
O volume evaporado nédo foi reposto, padronizandpracedimento conforme os
extratos obtidos. A analise foi realizada logo eepgusda, denominando-o de
concentracdo 100%. Verificou-se a esterilidade €codto, realizando teste com um
tubo controle contendo 5 mL da amostra em 5 mL denBHeart Infusion Oxoid®
(BHI), na proporcédo recomendada pelo fabricanteg{8}, incubado a 37°C em estufa
bacterioldgica, por um periodo de 24 e 48 horasisApstes periodos foi realizado
plaqueamento em agar nutriente (Nutrient Agar, AGEINA®,

Maryland/Baltimore/USA) para confirmacéo da efitade.

3.6 Método de avaliacédo da atividade antibacteriana

De acordo com Alvest al (2008), os dois métodos mais comumente utilizados
para o screening de extratos de plantas com paterdibacteriano sédo o de difusédo em
agar e de diluicdo em caldo. O método de difusdcgan pode ser realizado atravées
das técnicas do disco, do poco ou template. Quardatiliza o método de difuséo,
varios fatores podem se tornar fontes de errosloses principais: a espessura do meio
de cultura, uso de swab com excesso de caldo pacalacdo das placas, interacdes
entre o antimicrobiano e o meio de cultura e eaonedida das zonas de inibicagm
sua pesquisa, 0 método de diluicdo em caldo foeknan opcdo para se determinar a
atividade antimicrobiana.

Os extratos dos residuos de viticultura, em cultikghnico, foram testados em
diluicBes consecutivas, e a menor concentraca@amibir o crescimento do indculo
selecionado é considerada como a Concentracdotohgbi Minima (CIM); as
concentracdes bactericidas minimas (CBM) como aomepncentracdo capaz de
inativar o in6culo. Segundo Andrews (2001), as Gldao consideradas excelentes
ferramentas para determinar a atividadeitro de novos antimicrobianos.

A verificacdo da atividade antibacteriana dos difiées extratos: folha, casca e
engaco de uva, e respectivos decoctos, provenidogeseguintes métodos de extracao
alcoolatura, hidroalcoolatura e decoccao; foi aeteada através da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactat&iMinima (CBM), utilizando a
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Técnica de Diluicdo Serial com Sistema de Tubostiplds, segundo Deutsche
Veterindrmedizinische Gesellschaft/ Sociedade Aldm3edicina Veterinaria (1981),
com base nas modificacdes sugeridas por Avandd@iZe confrontando-se os extratos
com 8 diluicdes seriais logaritmicas 1@ 10° UFC/mL) dos diferentes inéculos
bacterianos.

Os meios de cultura utilizados para realizar agéma foram: Brain Heart
Infusion Oxoid® (BHI), preparado em dupla concegéi@a (74 g/L), e agar nutriente
(Nutrient Agar, ACUMEDIA®, Maryland/Baltimore/USA),preparado conforme
indicagdo do fabricante, vertido em placas de Rateviamente esterilizadas por
autoclave, e deixados em cima da bancada micrgiialpa temperatura ambiente para
solidificar.

Organizou-se duas linhas de tubos de ensaio, ead@gmposta por nove tubos
contendo 4,5 mL do meio BHI em dupla concentraglioa das linhas além do BHI em
dupla concentragdo, no momento de preparar o meiepeu também os seguintes
produtos denominados desinibidores ou desestrassdPelisorbato/Tween 80
(REACAO QUIMICA®, Porto Alegre/RS/BR) a 6%, L-hidtha (LABSYBTH®,
Diadema, SP/BR) a 0,2% e Lecitina de soja (HERBAR®R) Colombo, PR/BR) a
0,6%.

Em camara de fluxo laminar, cada tubo de ensaianaeas as linhas, recebeu
assepticamente, 4,5 mL da amostra a ser testad@at¢exetanolico, extrato
hidroetandlico ou decocto) nas diferentes concedés propostas para encontrar a
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concerimbactericida minima (CBM).

Aliquotas de 1 mL das devidas diluicées do in6tusloteriano (de THUFC/mL
a 10® UFC/mL) foram semeadas na ordem da maior diluig®® UFC/mL) para a
menor (100 UFC/mL), com auxilio de micropipetador e ponteiresterilizadas
descartaveis, para cada tubo correspondente, earliohd, exceto o tubo controle.

Desta forma, havia em cada linha, 8 tubos de emsatendo o meio de cultura
liquido (BHI), a solucéo desinfetante a ser tes{déaocto ou extratos) e uma diluicdo
logaritmica do in6culo bacteriano, além do tubotmde contendo meio BHI e o
desinfetante a ser testado.

Apoés esta etapa, os tubos foram agitados utilizapdoelho vortex e colocados
em estufa bacterioldgica a 37° C para incubacaibeerpor 24 horas. No dia seguinte
em camara de fluxo laminar, os tubos foram agitad@msgamente antes de serem

plagueados. O fundo de 8 placas de Petri com ngaiordutriente foram divididos em 8
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partes iguais com o auxilio de caneta apropriaga ftpilot”. Cada parte recebeu
identificacdo referente a uma diluicdo. Quatro gdapara a linha sem desinibidor e
quatro placas para a linha com os desinibidorestalferma as quatro bactérias testadas
foram contempladas, com suas respectivas oitocddgi Com auxilio de uma alca de
platina calibrada (5 mm de diametro), previametdentbada, aliquotas de cada tubo
foram semeadas nas respectivas diluicdes assinaldalaca. As placas semeadas
foram colocadas invertidas em estufa bacteriol6gi8&° C, por 24 horas de incubacéo
aerdbia. No dia seguinte procedeu-se a leituraneagem das UFC/mL das mesmas e
novas semeaduras em novas placas para prosseguasdeituras 48, 72, e 144 horas.

Os resultados obtidos foram lidos como intensidé€leatividade de inibigao
bacteriana (IINIB) e intensidade de atividade dativacdo bacteriana (IINAB),
primeiramente registrados em protocolo conforme etmdem anexo, em seguida
digitados em planilhas para elaboracdo de tabgbasteriormente avaliados através da
Andlise de Variancia (Anova) e demais testes a$itais, conforme as tabelas dos
resultados em anexo.

Entende-se por IINIB/ Intensidade de Atividade dabitdo Bacteriana/
bacteriostasia o resultado do confronto da bactmia a solu¢cdo antibacteriana em
meio de cultura especifico BHI, e por IINAB/ Intedesle de Atividade de Inativacdo
Bacteriana/ bactericidia, 0 mesmo resultado, paéma influéncia dos desinibidores
bacterianos acrescidos ao meio, segundo Deutsdeeinfgmedizinische Gesellschaft/
Sociedade Alema de Medicina Veterinaria (1981) e/bRmuck (1998), conforme
descrito acima.

Estes resultados: IINIB (intensidade de atividadee dinibig&o
bacteriana/bacteriostasia) e IINAB (intensidade ddéividade de inativacao
bacteriana/bactericidia) foram representados porawgs ordinais arbitrarias, que
assumiram valores de um (1) a nove (9), sendo qualar 9 representa atividade
maxima e 1 auséncia de atividade, como ilustrad@uadro 3. Desta forma, quanto

mais alto o valor da variavel, maior a dose infetetanibida ou inativada.
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Quadro 3 - . Representacdo das variaveis IINIB (intensidadeatieidade de inibig&o
bacteriana) e IINAB (intensidade de atividade ddiwtacdo bacteriana), e suas correspondentes
diluicbes e doses infectantes dos inoculos.

Variaveis ordinais de
9 8 7 6 5 4 3 2 |1 intensidade da acéo

UFC/mL- diluigBes do indculo

10t | 102 | 103 | 10*| 10°| 10° | 107 | 108 eS|
inibidas ou inativadas

10 | 16 | 10° | 10f | 16 | 107 | 10" | 10 | n.a| YFC/mL- doses infectantes
inibidas ou inativadas

[INIB = Intensidade da atividade de inibicdo baictea (bacteriostasia)
IINAB = Intensidade da atividade de inativacao baaha (bactericidia)
UFC/mL = Unidade formadora de colGnia por mililitro

n.a = nenhuma atividade

3.7 Teste de Suspensao

Na avaliacdo da atividade desinfetante e antiesefdbs extratos etandlicos e
hidroetandlicos foram usadas as fases 1 e 2 dodessuspensao proposto pelo comité
europeu Comité European de Normalization - European Conenitéor
StandardizationCEN/TC 216, quais sejam: fase 1- teste de sudpesstabelecendo se
a solucdo é bactericida; fase 2- teste de suspersabelecendo se a solucdo tem
atividade antibacteriana simulando condi¢des @stie uso.

As técnicas de suspensdo também seguiram as agdest de Deutsche
Gesellschaft Fiur Hygiene Und Mikrobiologie/ SocidédaAlema de Higiene e
Microbiologia (1977), Rioset al (1988), Reybrouck (1998) e Avancini (2002) e

constaram dos seguintes testes:
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3.7.1 Teste de Suspensao Simples

Sobre a bancada microbiologica, foram dispost@ndss contendo 33 tubos de
ensaio com 5 mL de meio liquido BHI acrescidos dsirdbidores bacterianos. Os
tubos foram identificados da seguinte forma: qudiliras de oito tubos com as
respectivas diluicbes logaritmicas (de —1 a —8)nde a primeira fileira identificada
com o0 n® 5, a segunda com o n°® 15, a terceira coth 3D e a quarta com o0 n° 60,
referentes ao tempo de atuacdo em minutos, da@Xteate a diluicdo logaritmica do
indculo testado. Um dos tubos serviu de contraden @ presenca de indculo para
verificar a esterilidade dos materiais.

Nove tubos de ensaio receberam 9 mL do extrat@dlidoode engaco de uva
‘bordé’ a 50%, sendo identificados de —1 a —80étimo tubo, a letra C (controle).

Foi realizada a diluicdo serial logaritmica do moc bacteriano conforme
descrito no subitem 3.3 (Selecdo e preparo dosuiogc A seguir, com uso de um
crondmetro iniciaram-se as analises: no tempo zdfguotas de 1 mL das devidas
diluicbes do indéculo bacteriano da maior diluicdo censequentemente menor
concentracdo IDUFC/mL para a menor diluicdo e maior concentrag@b UFC/mL,
nesta ordem, foram semeadas com auxilio de mpetador e ponteiras esterilizadas
descartaveis, para os oito tubos de ensaio con@naodo extrato a ser testado. Cinco
minutos a partir da primeira semeadura¥WWFC/mL), com auxilio de alca de platina
calibrada para 0,05 mL e esterilizada em bico desBn, transferiu-se aliquota para o
tubo de ensaio contendo meio BHI e identificado @ors8 na fileira do Tempo 5
minutos, repetindo-se para cada uma das demaigddiki Procedeu-se da mesma
forma apds 15, 30 e 60 minutos, semeando aliqymas cada fileira de tubos
respectivamente identificados.

Todos os tubos de ensaio com aliquotas corresptasdeaos tempos de
exposicao do indculo bacteriano e suas respediiMaigdes, frente a concentracéo do
extrato testado, foram incubados a 37° C e agdsitieitas em 24, 48, 72 e 144 horas.
Em cada dia, apés a leitura, novas aliquotas eransferidas para novos tubos de
ensaio contendo meio BHI, formando novos grupos4dempos. Observou-se o
crescimento bacteriano pela turvacdo dos meios. ®arar resultados falsos, todos os
tubos sem turvacdo, com turvacdo ou de turvacaadaolss, foram submetidos a
plagueamento em agar nutriente para confirmacaesidtado.
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Aliquota do tubo C (controle com extrato e sentind) foi transferido para o
tubo ‘33’ apds 60 minutos, para verificar a estaie do teste. Apos a incubagéo de 24
e 48 horas, foi plaqueado, independente se houvess&o turvacdo do meio.

Cada uma das trés concentracdes testadas dooezicolico de engaco
‘Bordd’ foram analisadas em semanas diferentesimag®mo suas respectivas
repeticoes.

O resultado da leitura indica a dose infectanilei¢do logaritmica) da bactéria
testada que a concentracdo do extrato conseguivainébactericidia), em cada tempo

de contato, conforme tabela em anexo.

3.7.2 Teste de Suspensao simulando condicbesgeakcuso

3.7.2.1 Teste de Suspensdo com Suportes — a téonidasenvolvida com 0s
mesmos fatores considerados para o teste de séspsinsples, acrescido o suporte
pano de algoddo e madeira em dois experimentastdst Foi testada a concentragcao
50% de extrato etandlico de engaco de uva ‘Borcidnfrontando com oito diluicdes
dos quatro indculos bacterianos.
Técnica:
1° Passo: Sobre a bancada microbioldgica, paraicéadalo a ser testado, foi colocado
0S seguintes conjuntos de vidraria previamenteikztela em autoclave: uma placa de
Petri contendo 33 pedacos de pano de algodao {syporedindo aproximadamente
lcm X 1,5cm, esterilizados previamente. Oito tutbesnsaio contendo 9 mL de agua
peptonada a 0,1% esterilizada; oito placas de &etsi cm de diametro, que receberam
cada uma 9 mL da diluicdo do indculo; dezesseicaplale Petri contendo papel filtro
absorvente, previamente esterilizados; oito pldeaBetri que receberam o extrato a ser
testado. Cada conjunto de placas recebeu a idagtid de —1 a —8, correspondendo as
diluicdes do inoculo. Quatro grupos de oito tubesetdsaio contendo 5 mL de meio
BHI e os respectivos desinibidores, mais um tubatrote (total 33), foram também
dispostos na bancada. Estes grupos foram idewlificaonforme o tempo de exposicao

(oito tubos —1 a —8) para 5 minutos; 15 minut@sirignutos e 60 minutos.

2° Passo: Apo6s o preparo do extrato etandlico dagende uva ‘Bordd’ a 50%, 9 mL

foram pipetados para as oito placas de Petri ¢sgoéo.
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3° Passo: realizou-se a diluicdo serial logaritndoainéculo bacteriano conforme
descrito no subitem 3.3 (Selecdo e preparo doslio®cAvancini, 2002), a partir do
in6culo inicial, transferindo-se assepticamentem cauxilio de micropipetador e
ponteiras descartaveis, 1mL deste para tubos daicem®ntendo 9 ml de &gua
peptonada estéril a 0,1% para obter a diluicdd, H) assim sucessivamente até a
diluigéio 10°,

4° Passo: Com o auxilio de uma pinca previamemggilesada em autoclave e flambada
no momento de uso, quatro suportes de pano de&mdodam colocados em cada uma
das oito placas de Petri (-8 a —1). Verteu-se préxa chama do bico de Bunsen, em
cima dos suportes (pano de algodao), em cada [@land,de cada diluicdo do indculo.
Apo6s 20 segundos de contaminacéo, com auxiliorgagreviamente flambada, foram
virados uma vez. Apos outros 20 segundos, eramades na mesma ordem e colocados
nas placas contendo papel absorvente para enxugacesso de liquido. Ap6s 30
minutos, iniciando pela placa —8, quatro suponpes@ de algodao) foram retirados e
colocado na respectiva placa —8 contendo o extrao;ando-se dois minutos, sendo 0s
demais retirados na mesma ordem de entrada e dok@m outras placas contendo
papel filtro absorvente, segundo processo de setagara continuidade da acéo
desinfetante.

5° Passo: Finalmente, ap6s 5 minutos um suportadi diluicdo foi transferido com
pinca pré flambada para os respectivos tubos deogbuminutos, contendo BHI com

desinibidores bacterianos, previamente identifisguidas diluicbes -8 a -1 .

6° Passo: As mesmas ac¢Oes foram realizadas para tsdsuportes, passando pelo
primeiro processo de secagem, entrando em contatoocextrato por dois minutos,

sendo transferidos para a segunda placa de seammgBnalmente os suportes sendo
colocados nos tubos de ensaio com 5 mL de BHI regmectivo tempos 15, 30 e 60

minutos.

Os tubos foram incubados em estufa a 37° C, colmtass realizadas em 24,
48, 72 e 144 horas. Os testes controle foram s=hliz de forma idéntica ao teste de

suspensao simples, exceto pela presenca do sppoxie

O teste de suspenséo com 0 suporte madeira eepeig;des foram realizados
de forma idéntica, em semanas diferentes. Os |gootilizados mediam 1cm x 1cm X

05 cm, provenientes de madeira nao tratada.
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3.7.2.2 Teste de Suspensao com matéria organica

A técnica utilizada foi a mesma para o teste deensio simples, com a
diferenca de que na agua destilada esterilizadiaagkh para obter a concentracdo de
50% do extrato etandlico de engaco de uva ‘Borfddacrescentada a matéria organica
albumina sérica bovina a 6% em quantidade sufieipata 20% do volume final; e em
outro experimento acrescentou-se leite integredptan em quantidade suficiente para
20% do volume final.

Foram utilizadas apenas duas bactérias, uma Goaiiva e uma Gram-

negativa, em dois tempos de exposicéo: 30 e 60tasnu

3.8 Polifendis

3.8.1. Método de extracéo

A extracdo de polifendis foi feita segundo a mekogia de Vinsoret al. (2001).
Amostras de 10QL de extrato foram colocadas em tubos de rosca Eipgendorf
acrescidos de 50L de solucdo de extracao contendo metanol (GrudmiQo®/BR)
a 50% e acido cloridrico (Nuclear®/BR) a 1,2M. Qubds, em triplicata, foram
colocados em banho-maria 8°@Qor trés horas. Apos este periodo, foram retgatto
banho-maria e resfriados a temperatura ambientseu ovolume foi completado para
um mililitro (1 mL) com metanol puro (Grupo Quim@&MBR). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (Centrifuge 5415R- Eppendor@&rmany) a 5000 rpm por 5
minutos e 0s sobrenadantes obtidos constituiamxtrat@s de polifendis (Faller e
Fialho, 2009).

3.8.2. Determinacao dos polifenois

O Teor de polifendis totais foi determinado peldadé de Folin e Ciocalteu, no
qual, segundo Moyeret al (2002), a mistura dos &cidos fosfowolframico e
fosfomolibdico em meio basico se reduz ao oxidacarspostos fendlicos, originando
oxidos azuis de wolframio (WD.3) e molibdeno (MgO23). A solucdo de Folin foi
preparada utilizando o reagente de Folin-Ciocaiéerck) e agua diionizada 1:1 (v/v).
Aliquotas de 6QuL de cada um dos extratos de polifenodis extraidcani transferidos
para um tubo Eppendorf e acrescidos de {ibOde Folin e deixado reagir por 5
minutos, e logo em seguida colocou-se 1k0de carbonato de sédio (Synth®/BR)

(20%) e 84QuL de agua destilada e a solucéo ficou reagind@poninutos. No fim, a
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solucgéo foi levada para o espectrofotometro (Beck6&00) e absorbancia lida a 750
nm, tendo o acido géalico (Merck®/BR) servido conaalg@io. O teor de fendis totais foi

entdo determinado por interpolacédo da absorbarmasaathostras contra uma curva de
calibracdo construida com padrdes de acido galiéa (150 pg/mL) e expressos como
mg de EAG (equivalentes de acido gélico) por 108gxtrato. A equagdo da curva de
calibracé@o do acido galico foi:

ly = 0,0053x + 0,0031 onde y é a concentracaaito &alico, x é a absorbancia a 750

nm e o coeficiente de correlagge 0,993.
Da equacédo obtém-se que

_Y-00051
0,0053

Os resultados foram expressos em mg de equivaldatasido galico (EAG) em 100g
de amostra. A curva padréo (Batal, 2005) foi obtida utilizando-se solugbes padréo
de acido galico nas concentracdes de 0, 25, 50100, e 150ug/mL. O gréfico da

curva padréo de acido galico encontra-se em anexo.

3.9 Antocianinas

A determinacdo das antocianinas foi efetuada epficaia pelo método de pH
diferencial, conforme descrito por Giusti e Wraods{@001). A analise de antocianinas
pelo método de pH diferencial consiste em efetiturh espectrofotométrica do extrato
em tampédo pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na sedadslidestes compostos ao pH.
Elevando-se o pH para 4,5 estabelece-se condicaperas antocianinas praticamente
nao apresentam coloracdo, apresentando menor absoecenergia. Por outro lado,
abaixando-se o pH para em torno de 1,0, os pigreestdem coloragao intensa. A
diferenca de absorbancia observada em aparelhactedptgdmetro possibilita, por
diferenca direta, estimar a fracdo real de antowapresente (Fuleki e Francis, 1968;
citado por Teixeirat al, 2008).

Em cada extrato aquoso obtido conforme o subitér(rBétodo para obtencao
dos extratos) foram transferidas apropriadamewi®, @uda de uma micropipeta, 200
uL e diluidos em 180QuL de solucdo tampé&o correspondente: cloreto desgiota
(Merck®/BR) 0,025 M, pH 1 e acetato de potassior@d&®/BR) 0,4 M, pH 4,5. ApoGs
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15 min em repouso a temperatura ambiente (25 2 fo€dm feitas as medidas de
absorbancia a 540 nm e 700 nm (Kuskedkal, 2006) em aparelho espectrofotometro
(GenesysTM 10 vis), utilizando cubetas de cristalcm de largura. Utilizou-se a

seguinte equacao para determinar a absorbancia:

A= (A.max.vis.(540nm) — A700nm)pH1 - (A.méx.visim) — A700nm)pH4,

OT

O calculo das antocianinas foi caldalaonsiderando a absortividade molar (e)
de 26900 L/(cm* mol), peso molecular de 449,2 g/alcianidina 3-glicosideo e os
resultados expressos como mg de cianidina 3-gtleoslLl00/g utilizando a seguinte
férmula (Limaet al, 2007, Teixeirat al, 2008):

Ant. Totais (mg/100g): D.OX F.D. X 1000X P.M.
FexX m

Onde:
D.O.= densidade optica do extrato (diferenca esttfl2700nm)
F.D.= Fator de diluicdo: 250ml: 0,2 =1250 vezes onen
1000= 100 x 10
PM = Peso moleclar
Fex= Fator de Extin¢cdo: podem ser dois valoreQ@6ou 29.500 (foi utilizado o valor
26.900)

m= massa da amostra (g da amostra em 0,2ml)
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3.10 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos das diferentes analisesagaraancos de dados que foram
submetidos ao Nucleo de Assessoria Estatisticeenmamte ao Departamento de
Matematica da UFRGS para realizacdo das andlitss$sésas.

Foi realizada Analise de Variancia Fatorial (ANOV{#gra as variaveis respostas
valores de IINIB e valores de IINAB, através do f@rl Linear Models Procedure”
(PROC GLM) do Programa Statistical Analysis Sis{&AS).

Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey para canpaédias de cultivares,
tipos de residuos, bactéria e concentracao — \@nésposta [INAB.

Foi realizada Andlise de Variancia (Anova) de masdidepetidas (tempo de
exposicao) para a variavel resposta valores de BINdvavés do Proc Mixed do
Programa Statistical Analysis System (SAS).

Foi realizada Analise de Correlacdo Linear de Peanga Programa SPSS, entre
as variaveis respostas valores de IINAB, Compdsémslicos de IINAB, valores IINIB
e Compostos Fendlicos de IINIB.

Foi realizada Analise de Variancia Nao-ParametrieaKreuskal-Wallis para as
variaveis respostas valores de [INAB e valoredBI (fator matéria organica).

Os quadros com resultados das analises estatigticastram-se em anexo.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Resultados

A concentragdo inibitéria minima (CIM) e a conceagéio bactericida minima
(CBM) nao foram as mesmas para os diferentes audfsv pesquisados, para 0s
diferentes tipos de residuos e principalmente, patgos de extracdes.

A CIM dos extratos etanolicos do cultivar ‘Borddi 80% para casca e engaco;
a CBM foi 40% para casca e engaco. Para folha€lMse CBM foram 50%, exceto
para a bactéri&taphylococcus aureusuja reducéo ocorreu em 5 diluicdes logaritmicas
apenas.

A CIM e a CBM dos extratos hidroetandlicos do ealti‘Bordd’ foi 40% para

engaco, mas somente contra bactérias Gram-negativ@iv 50% para engaco contra
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bactérias Gram-positivas foi expressiva. A CBM 50p&ara engaco contra
Staphylococcus aureusduziu apenas 5 diluicdes logaritmicas.

As CIM e CBM dos extratos hidroetandlicos de folleade cascas n&o foram
expressivas para nenhuma cultivar pesquisada.

A CIM e a CBM dos extratos etandlicos do cultivésabel’ e do cultivar
‘Niagara Rosada’ foi 30% para engaco, exceto pama bactéria. A CBM para a
bactériaStaphylococcus auretisi 40%, para ambos o0s cultivares.

A CIM e a CBM dos extratos etanodlicos da cascalefdestes cultivares nao

tiveram resultados expressivos.

A CIM e a CBM dos extratos hidroetandlicos do ealti‘lsabel’, ‘Moscato’ e
‘Niagara Rosada’ para engaco nao tiveram resultaxioessivos.

A CIM e a CBM dos extratos etandlicos do cultivitoscato’ foi 30% para
engaco; entretanto, a casca e folha néo tiveramtadss expressivos.

Todas as analises realizadas com decocto (100agndstra seca em 1 litro de
agua destilada) de todos os cultivares pesquisad@s, apresentaram atividade
antibacteriana.

O extrato etandlico de engaco do cultivar ‘Bord®@% foi selecionado para
realizar o teste de suspenséo (tempo de expofigdsenca de suporte e presenca de
matéria organica), porque foi considerado o metbsultado (valor de IINIB e [INAB
maxima 9), para todas as bactérias e maior qualeatide polifendis totais.

Os resultados quantitativos da atividade antibectar Intensidade de Atividade
de Inibicdo Bacteriana (lINIB) e Intensidade devAtade de Inativagdo Bacteriana
(IINAB), bem como os resultados dos polifendis itquantificados dos diferentes
extratos, encontram-se em tabelas (apéndice).

As andlises de antocianinas foram realizadas pal@stas amostras de extratos,
porém encontradas somente nas cascas de doisamativO cultivar ‘Moscato’ nao

possui antocianina.

A relacdo dos teores de polifendis totais e a ddole antibacteriana foram
determinadas através da analise de Correlacdo rLaedearson, entre as variaveis
respostas valores de IINAB, Compostos Fendlicos [INAB, valores IINIB e
Compostos Fendlicos de IINIB (em anexo). Concl@wgae existe correlacdo positiva

entre valores de IINIB e IINAB e os valores dos @ostos Fendlicos, p< 0,0001, ou
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seja, a medida em que os valores de IINIB e [INABnantam, os valores dos
Compostos Fendlicos também aumentam.

A relacdo entre os teores de antocianinas e alatigi antibacteriana ndo pode
ser determinada, porque a maioria das amostraapr&sentou antocianinas, embora
apresentasse atividade antibacteriana bastantessk, exemplo extrato de engaco.

Através da Andlise de Variancia, foi possivel comajue o efeito de Cultivar,
Tipos de Método de Extracdo, Tipos de Residuo, dBiacte Concentracdo é
significativo, p< 0,0001 para todos os fatores,relacéo a variavel resposta valores de
[INAB.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukepossivel concluir, que
a nota média da Intensidade de atividade de irg@ovdacteriana (IINAB) do Cultivar
‘Bordd’ difere significativamente do valor médio d&lAB dos Cultivares ‘Isabel’ e
‘Moscato’, p< 0,0001 e p< 0,0001, respectivamente.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukepossivel concluir, que
o valor médio de IINAB da Bactéri@taphylococcus aureutdifere significativamente
do valor médio de IINAB da Bactérigscherichia coli EnterococcusFaecalis e
Salmonella Enteritidis, p< 0,0001, p< 0,0001 e p<0,0001, respamente.
Staphylococcus auredsi a bactéria mais resistente.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukepossivel concluir, que
o valor médio de IINAB do Residuo Casca difere ificativamente dos valores medios
de IINAB dos demais Tipos de Residuo, p<0,0001.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukepossivel concluir, que
o valor médio de IINAB da Concentracdo 20% difagmificativamente dos valores
meédios de IINAB das demais Concentra¢cdes com 30Q,0

Através da Andlise de Variancia, foi possivel caimajjue o efeito de Bactéria,
Suporte e Tempo de Exposicdo é significativo, 3301, p< 0,0001 e p< 0,0001,
respectivamente, em relacdo a variavel resposta gallINAB.

Através do Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukepossivel concluir, que
o valor médio de IINAB da Bactértascherichia colidifere significativamente do valor
médio de IINAB da Bactéri&nterococcudaecalis p= 0,0259. Da mesma forma, foi
possivel concluir que, por exemplo, o valor méaidINIAB do Suporte Madeira difere
significativamente do valor médio de IINAB do SugoPano e do teste Sem Suporte,

com p< 0,0001 para ambas comparacdes.
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Através da Andlise de Variancia N&o-Paramétrica Kateskal-Wallis, foi
possivel concluir que existe diferenca significatantre os “Ranks” médios dos valores
de IINAB do Fator Matéria organica - Bactéria (canaigdo de Material Organico e
Bactéria), p< 0,0001.

Os guadros das respectivas analises estatisticasteam-se em anexo.

No teste de suspensdo com extrato etandlico degerdya cultivar ‘Bordd’ a
50%, em trinta minutos de acéo, foi possivel ol@eavinativacdo de todas as quatro

bactérias testadas.

E interessante destacar também que em todas asseandle atividade
antibacteriana realizadas, as leituras de 48, 7124ehoras nao sofreram alteracéo,

portanto, a variavel ‘tempo de leitura’ ndo foi smerada para analises estatisticas.

Desta forma, utilizar extratos de residuos da imitwltura, em especial o
extrato de engago como desinfetante na agroindUstmiliar de produtos de origem
animal é possivelmente viavel, desde que se faiggi@mente a remocao da matéria

organica local, conforme demonstrado nas tabela@&s2lBrespectivamente.

A utilizacdo como antisséptico em producdo anireal,poderia ser usado se
aprovado em testes cutaneos alérgicos de senadslitnediata. Sua utilizagdo possui
restricbes, uma vez que demonstrou ter melhordai\a antibacteriana em presenca de
leite integral do que em presenca de albuminaadrwina. Durante 30 minutos de
exposicdo demonstrou ter melhor atividade antilbacie contra bactéria Gram-
negativa. Uma vez que o extrato de engaco possisuantonstituicdo o grupo fenol
(hidroxibenzeno), que é contra indicado para uswocantisséptico, por ser corrosivo e
irritante das membranas mucosas (PHENOL, 2007),sedocecomenda 0 uso como

antissépticos.
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4.2 Discussao

Os extratos etandlicos foram os que apresentardimnmesultado em relagéo
aos extratos hidroetandlicos, pois de acordo coRaranacopéia Brasileira, 2010, o

grupo fenol é muito solivel em etanol e possseaglintes caracteristicas:

Fenol

CAS - [108-95-2]

Formula e massa molecular — C6 H6 O — 94,11

Especificagcdo — Contém, no minimo, 98,0% (p/p).

Descricdo — Massa cristalina ou cristais incolanegracamente réseos ou amarelados,
de odor caracteristico.

Deliquescente.

Caracteristicas fisicas — Temperatura de fusa@xapadamente 43 °C. Temperatura
de ebulicdo: aproximadamente 180 °C.

Solubilidade — Soltvel em agua, muito solavel eanet, em glicerol e em cloreto de
metileno.

Conservacao — Em recipientes hermeéticos.

Armazenagem — Proteger da luz e do calor.

Rotulagem — Deve indicar o nome e a quantidadestidbiizante.

Seguranga — Caustico. Toxico.

Categoria — Desinfetante.

Fonte: Farmacopéia (2010)

Passoset al. (2009) utilizando as mesmas metodologias de eidragos
principios ativos de plantas (talos, flores e fe)htambém encontraram valores da
atividade antibacteriana por extracdo etanodlicesopaos demais tipos de extracao,
seguido pela hidroetandlica, decocto de planta satecocto de plania natura Uma
hipotese para estas diferencas, sugerida peloseeaypmde estar relacionada a perda de
componentes como Oleos essenciais, com énfase genau cimen-8-ol e
transcariofileno durante as extracbes por deco¢ebolicdo), devido a temperaturas
mais elevadas.

Sabendo-se que a temperatura de ebulicdo para @o gfenol é
aproximadamente 180° C; a temperatura de extragiiodpcoccdo (100° C) nao
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interferiu neste grupo quimico. E embora os feséjam sollveis em agua, no presente
experimento, o decocto ndao apresentou nenhumaladiei antibacteriana contra as

quatro bactérias testadas. Provavelmente o sigtereatracdo etanolica por evaporacao
rotatéria, que é um circuito fechado, ndo permdtiperda de principios ativos por

evaporacao, o que ndo ocorreu no método de decopo@ embora os frascos de

Erlenmeyer estivessem tampados, no momento dac@&butiouve perda de principios

ativos por néo ser um circuito fechado.

Outros compostos presentes no decocto possuem rétemmeolateis, além do
fenol cuja pressdo de vapor a 0,36 mmHg é igu&lo& C (Aldrich Chemisty, 2009-
2010), justificando o resultado, conforme a hip&tsgerida por Passesal. (2009).

Os resultados demonstram correlacao positiva eniineensidade de Atividade de
Inibicdo Bacteriana (IINIB) e Intensidade de Atade de Inativacdo Bacteriana
(IINAB) e os valores dos polifendis totais (mg Buientes de Acido Galico em 100
gramas de amostra). A medida em que os valoresNdB & IINAB aumentam, os
valores dos Compostos Fendlicos também aumentar@mP ndo se pode afirmar que
os polifendis totais presentes nos extratos sejasponsaveis pela atividade
antibacteriana encontrada, pois outros principibgos® poderiam estar presentes
atuando isoladamente ou em sinergismo.

Os desinfetantes fendlicos, saneantes com acaoicigame fungicida, séo
normalmente usados na desinfeccao domiciliar, ebieantes coletivos ou publicos. A
maioria destes produtos apresenta matriz complexeda a grande quantidade de
componentes em sua formulagdo, tornando-se difuh andlise. Os métodos
comumente empregados utilizam a técnica de cromadiaggasosa com elaboradas
etapas de preparo de amostra, que podem ndo eliminacorréncia de picos
interferentes (MACHADGet al, 2009).

O teor de polifendis totais encontrado na pesquas@ram conforme o residuo e
conforme o cultivar utilizado.

De acordo com Malacrida e Motta, (2005) e Addeal (2007), os teores de
compostos quimicos variam muito entre os cultivagegortanto, os contetudos de
fendlicos totais e de antocianinas nas uvas vati@aracordo com a espécie, variedade,
maturidade, condic¢des climéticas e cultivar.

Variacdes no perfil de compostos polifendlicos pmdvas com sabores e cores

variadas. Os autores sugerem que a variacdo nib ¢@sf compostos fendlicos pode
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resultar em diferentes respostas biologicas, e apesar de apresentarem alguns
constituintes em potenciais, outros compostos podstar agindo sinergisticamente,
contribuindo para os efeitos benéficos.

Freitas (2006), verificou que a safra 2004 continfas polifendis que a safra
2003, porque houve menor precipitacdo pluvial, ma&solacdo e menor umidade
relativa do ar, condi¢Bes favoraveis para a mafirégnolica das uvas.

Cachos de uva triturados e liofilizados de cinctiivares de Minas Gerais
foram analisados por Alet al (2007) e o conteudo de fendlicos totais foi deteado
através do método de Folin-Ciocalteau. Os resustath@ontrados variaram entre 65 e
390 mg equivalentes de acido galico por 100 gradesamostra base Umida. Os
resultados encontrados nesta pesquisa variarara 2itmg para folhas do cultivar
‘Moscato’ e 477 mg para engaco do cultivar ‘Borddilizando a mesma metodologia.

O conteudo de antocianinas totais (mg em 100 gralmasnostra equivalentes
de cianidina-3-glicosideo), determinado pelo métddopH diferencial, variou entre
12,8 mg para a uva ‘Niagara Rosada’ e 248 mg parsadBordd’, encontrados pelos
autores citados acima. Nesta pesquisa os resuladmsntrados foram 73,9 mg para
extrato etandlico da casca de uva 'Isabel’ e 98 Ipara o0 extrato etandlico da casca de
uva ‘Bordé’, referente ao conteldo de antocianittdais (mg em 100 gramas de
amostra equivalentes de cianidina-3-glicosideayptan determinado pelo método do
pH diferencial.

De acordo com Mallacrida e Motta (2006), o teoad®cianina em uvas tintas
pode variar de 30 mg até 750 mg porl100 gramasutke fradura.

MutacOes em dois genes reguladores das uvas bréesasvam a producao de
antocianinas, por isso nao foi encontrada antataano cultivar ‘Moscato’.

A literatura comprova atividade antibacteriana d&ato de semente de uva
desengordurada em trabalhos semelhantes, com @mfaaproveitamento de residuos.
Santos (2009) quantificou o teor de compostos fev®l de semente de uva
desengordurada, encontrando valores superioresas@utras partes do fruto. Com
destaque para os cultivares ‘Niagara’ e ‘Isabediriando de 89,83 a 122,35 mg
Equivalente de Acido Galico por 100 gramas da araost

Pesquisas relacionadas a simulacdes décé@s de uso, podem ser comparadas
ao presente trabalho:

Kich et al, (2004) avaliaram desinfetantes frente a 8 am®sileSalmonella

Typhimurium com diferentes perfis de resisténcia a antimiarads, por um tempo de
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contato de 5 minutos. Todos os desinfetantes farhoazes na auséncia de matéria
organica e nas duas temperaturas testadas. Endreg@ando na presenca de matéria
organica, somente o hipoclorito de sodio (1%), femoo acido peracético foram
eficazes. As observacgdes indicam que a eficacialdsisfetantes frente as amostras de
Salmonellasp. esteve mais relacionada com as condi¢cOesldag#o, principalmente
quanto a presenca de matéria organica e tempopissie&o, do que com o perfil de
resisténcia apresentado pelas diferentes linhagens.

Cony et al (1998) conduziram dois experimentos com o olgetle avaliar a
eficiéncia de diferentes principios ativos desariéts e dois métodos de desinfeccdo de
ovos. No primeiro experimento, as desinfec¢cdesnioraalizadas por pulverizagao,
enquanto que no segundo foram feitas por imersagyranja de reprodutoras pesadas
imediatamente apds a postura. Os experimentos fooastituidos por um tratamento
sem desinfec¢cdo e outros seis utilizando solucGeEsinfétantes: fenol sintético,
digluconato de clorexidina, amdnia quaternaria, mma@uaternaria + uréia, amonia
quaternaria + glutaraldeido e formaldeido. Em oaxjgerimento houve tratamentos-
controle com fumigacao (formaldeido) e sem desg#ealguma. Apos a desinfeccao,
40 ovos por tratamento foram avaliados para presdecmesofilos totais, bolores e
leveduras, coliformes totaiBseudomonasp eAspergillussp. De um modo geral, os
desinfetantes estudados apresentaram capacidaaigiaena reducdo da contaminacao
microbiana da casca de ovos incubaveis. Todos isfd@ntes também demonstraram

ser seguros sob o ponto de vista de sobrevivéosiambrides, sem grandes restricoes.
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5. CONCLUSOES

Residuos da vinicultura, em especial o engacorisd® em compostos fendlicos
que certamente, desperta interesse em novas pesdaiologicas com énfase em
baratear sua forma de extracdo. O seu aproveitancento desinfetante na producao
animal e na agroindustria familiar de produtos dgem animal, com base nos

resultados desta pesquisa, € eficaz.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Houve uma preocupacdo maior para a coleta de ampstuscando somente
residuos provenientes de cultivo organico. O sigteonvencional para producéo de
uvas recebe alguns tratamentos fitossanitariosacdimalidade de proteger a planta de
certas doencas, o que pode deixar tracos de rasigiimicos detectados na casca, folha
ou engaco. Leituras falso negativas ou positiveyjdd a presenca de residuos de
agrotoxicos, poderia levar a interpretacfes erraldastividade antibacteriana. Desta
forma, eliminou-se este fator externo (presencaed&uos de agrotoxicos) para nao

interferir nos resultados da pesquisa.

A uva ‘Nidgara Rosada’ produzida em cobertura glagidoacdo da Embrapa
Uva e Vinho), ndo recebeu nenhuma utilizacdo dedytos quimicos, nem mesmo a
calda bordalesa, produto considerado organico.eBtar motivo, casca e engaco deste
cultivar, foram utilizados para preparo de alcaotat afim de comparar com os demais
cultivares que receberam calda bordalesa, para uwmorntontrole da atividade
antibacteriana. O resultado da analise da atividsdacteriostasia/bactericidia dos

residuos do cultivar ‘Niagara Rosada’, encontrassEabela 13 (em apéndice).

Para assegurar um melhor controle, foi realizad@lisn de atividade
antibacteriana da calda bordalesa, simulando asmasesanalises de atividade
antibacteriana para “desinfetantes testes” IndaoE da Atividade de Inibicdo
Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia derdessiores bacterianos) e Intensidade
da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bacteric{tidAB — presenca de desinibidores
bacterianos). Utilizou-se Calda Bordalesa em duascentracdes (100% e 50%),

confrontando com as quatro bactérias testaftsphylococcus aureus, Enterococcus
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faecalis, Salmonell&nteritidis eEscherichia coli Os resultados (conforni@abela 14
em apéndice), demonstraram que, embora ocorrg&ulmna concentracdo 100%, nao
foi significante para mascarar os resultados. Dmdac com Motta (2008), a calda
bordalesa possui efeito secundario contra bactsjosm videiras. Sua utilizacdo €
recomendada como fungicida.

Os resultados encontrados com extrato alcoolicenggco, foram superiores a
casca e a folha, portanto, bastante promissorepiafstidade de compostos fendlicos
que podem ser extraidos dos engacos abrem por@af@eas pesquisas referentes a
metodologia de extracdo, separacdo por faseszagfilo préatica destes principios
quimicos, entre outras.

O volume de engaco gerado pela viticultura contéasando elevado; o material
continuara recebendo maiores cuidados para quedet@mposicdo seja acelerada,
porém, é um residuo que possui valor agregado ritastignificativo, conforme
demonstrado nos resultados das analises de atvidatibacteriana e de teores de
polifendis. Sua utilizacdo pratica como desinfetaa ser utilizado em instalacfes

animais, agroindustria familiar de produtos de@mganimal, é viavel.
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Extratos etandlicos de engaco de uva na perspectiga desinfeccao aplicados a

producédo animal e a agroindustria familiar

Ethanol extracts of grape stalks towards disinfextiapplied to animal production
and family agroindustry

Raquel Teresinha Czamanski Heloisa Helena Chaves Carvalhib

José Maria Wiest

RESUMO

Considerando-se a importancia da busca de alteasai destinacao de residuos
da viticultura, com énfase no engaco, determinoasatividade antibacteriana de
extratos etandlicos (alcoolatura/planta natura e hidroalcoolatura/planta seca) na
perspectiva de sua aplicacdo como produtos demmést em situacdes-problema
especificos em producdo animal, bem como em sigagd@ agregacao de valor a
matéria-prima desta natureza, em sistemas de dgsiita familiar ou de pequeno
porte. Através de testes de diluicio em sistemaulles mdultiplos, obteve-se a
intensidade da atividade de inibicdo bacteriandlBiBacteriostasia) e a intensidade da
atividade de inativacdo bacteriana (IINAB/Bacteli@) de extratos etanodlicos de
engaco das uva¥/itis L.) cultivares ‘Bordd’, ‘Isabel’ e ‘Moscato’. Pdedamente, o
teor de polifendis totais foi quantificado utilizborse o reagente de Folin-Ciocalteu.
Houve diferenca significativa entre os cultivaresalsados: o extrato etandlico

(alcoolatura) de engaco do cultivar ‘Bordd’ foi wifgcativamente superior aos demais,

I* [Il Programa de Pds-Graduacéo em Ciéncias Viedeids - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail: raquedumanski@bento.ifrs.edu.br. Autor para
correspondéncia.

I1 11l Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimest- Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil.
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sugerindo uma relacao direta entre a concentraedpotifendis totais e a atividade
antibacteriana encontrada. A pesquisa demonstrew gxtrato etanolico de engaco dos
cultivares testados apresenta grande potencial dome de fenois para produtos

desinfetantes a serem utilizados na producdo amfmalagroinddstria familiar.

Palavras-chave Residuos da vinificagdo, engaco, atividade actélvteana, compostos

fendlicos.

ABSTRACT

Considering the importance of searchattgrnatives for disposal of viticulture
residues, focused on grape stalks, the antibadteativity of ethanolic extracts
(alcoholature/fresh plant and hidroalcoolature/dpjant) has been determined aiming
at their application as disinfectants in specifioplem-situations of animal production
as well as in situations of adding value to the raaterial of this nature in both family
agroindustry or small business systems. By teshiaglilution in multiple tube systems,
the intensity of bacterial inhibition activity (IIB/Bacteriostasia) and the intensity of
bacterial inactivation (IINAB/Bactericidia) of ethalic extracts from grape (Vitis L.)
stalks, cultivars 'Bordd’, 'Isabel' and ‘Moscatagve been obtained. Simultaneously, the
content of total polyphenols have been measureddnyy Folin-Ciocalteu reagent.
Significant differences among those cultivars cdagdobserved. The ethanolic extract
(alcoholature) from the grape stalk of the cultivBordd' has been significantly higher
than the others, suggesting a direct relationshgpn®en the concentration of phenolic
compounds and the antibacterial activity. The reskedas showed that the ethanolic
extract from grape stalks of those cultivars hasagmotential as a source of phenols

for disinfectant products to be used in animal proitbn and/or family agroindustry.
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INTRODUCAO

A viticultura tem grande importancia socioecon@mara o Brasil, destacando-
se a geracdo de empregos em grandes empreendirgartpsoduzem uvas de mesa e
para processamento, atividades ligadas ao turisrmponeipalmente, a sustentabilidade
da pequena propriedade (MELLO, 2011).

No Rio Grande do Sul, a Serra Gaucha € a princggfio produtora, sendo
desenvolvida tipicamente pela agricultura famikaenvolvendo atualmente mais de
onze mil propriedades viticolas (PORTUGAL e PALAG2012).

Descobertas cientificas publicadas nos ultimoss gormmovem 0 consumo
continuo e moderado do vinho para a prevencao terndeadas doencas. A acao
antioxidante do resveratrol, um polifenol presemtevinho, auxilia no tratamento de
doencgas cardiovasculares e no combate ao excesstegéerol. De comprovado efeito
bactericida e antiviral, estimula o apetite, fagik digestdo e retarda o envelhecimento
celular e orgéanico, além de auxiliar na prevengdac&hcer (SAUTTERet al, 2005;

GUERRA, 2010).

Entretanto, os residuos gerados nédatie vitivinicola, por sua quantidade, se
nao forem devidamente tratados, podem causar Sev@E@asequéncias ao meio-
ambiente, poluindo o solo e contaminando as fafeesgua (DA SILVA, 2003).

A uva é fonte de diversos compostos fendlicosevadas concentracdes, e 0s
subprodutos da vinificagdo, em sua maioria, podeanten quantidades consideraveis
dessas substancias, como os flavonoides (antoammnantocianidinas e taninos) e os

nao falvondides: os estilbenos (resveratrol), ado&cfendlicos (derivados dos acidos
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hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos). Quimicaments, compostos fenodlicos séo
definidos como substancias que possuem anel ag@TEM um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (RMDIBACH, 2008; DE

OLIVEIRA, 2010).

Segundo DA SILVA (2003)engacossdo as matérias-primas mais pobres e de
valorizacdo mais simples. Quando separados pongasadeira, representam cerca de
3,5% a 4,5% da massa total da vindima e 30% dedame (MELOet al, 2011). S&o
constituidos por cerca de 50% de umidade; na matéda predomina a celulose (30%-
40%), seguida pela lenhina e, em menor quantidadégrial tartarico. A composicao
do engaco o torna improprio para alimentacédo do.gadu aproveitamento pode se dar
como base de um “composto”, matéria-prima paradasimia do papel, devido ao seu
elevado teor celulésico, de adubo orgéanico e debaostivel. O poder calorifico do
engaco é da ordem de 2000 a 2500 calorias/kg, dogoa seu aproveitamento como

combustivel absolutamente viavel (DA SILVA, 2003).

Objetivou-se com esta pesquisa a determinacaoividaae antibacteriana de
extratos etandlicos (alcoolaturas/plamanatura e hidroalcoolaturas/planta seca) de
engacgo de uvaVftis L.) na perspectiva de sua aplicagdo como prodigssmfetantes
em situacBes-problema especificos em producdo hri@a como em situacdes de
agregacao de valor & matéria-prima desta origensigi@ma de agroindustria familiar

ou de pequeno porte.

MATERIAIS E METODOS
As amostras foram coletadas durante os nuEsésvereiro e margo na safra de
2011. Apds o desengace da uva na vinicola Mena,Katalizada na Linha Eulalia, em

Bento Gongalves/RS, obtiveram-se os engagos e scadus cultivares ‘Bordd’ e
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‘Isabel’; as folhas, apds a colheita. Na proprieddd familia Strapazzon, localizada na
Linha S&o Pedro, em Bento Goncalves/RS, foram amdst as amostras do cultivar
‘Moscato’.

Para o preparo de alcoolaturas, utilizaram-se siésierilizados com tampa na
seguinte proporcdo: 400 gramas da amastraaturaem um litro de alcool etilico de
cereal a 96°GL (Farmaquimica, Porto Alegre/RS/BRR),acordo com a Farmacopeia
(BRASIL, 1959; 2010). Para as hidroalcoolaturagljzatam-se amostras secas em
estufa a 40°C com ventilacdo forcada, até pesagastante, na seguinte proporcao:
100 gramas da amostra seca em um litro de alcdlitoetde cereal a 70°GL
(Farmaquimica, Porto Alegre/RS/BR), de acordo coRam@macopeia (BRASIL, 1959;
2010).

Ap6s um periodo minimo de quinze dias, asdddturas e hidroalcoolaturas
foram filtradas com papel de filtro esterilizadeubmetidas a destilacéo fracionada sob
pressdo reduzida em aparelho evaporador rotatdriguantidade de alcool a ser
retirado foi calculada segundo a Farmacopeia (BRA®I59; 2010), sendo a porgéo
alcodlica desprezada e o extrato dai obtido, verich vidro estéril para a realizagédo
das analises.

As amostras de indculos-padrAmerican Type Culture ColletioATCC)
utilizadas foram duas bactérias Gram-positi&aghylococcus aureud,TCC 25923 e
Enterococcus faecalisSATCC 19433) e duas bactérias Gram-negativdalnjonella
Enteritidis, ATCC 13076 E&scherichia coliATCC 11229).

Foram realizadas diluicdes seriais logaritmicaslieeg a técnica de diluicao
serial de tubos mudltiplos (AVANCINI & WIEST, 2008) partir do indculo inicial,

transferindo-se assepticamente 1ml deste para tdansaio contendo 9ml de agua
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peptonada estéril a 0,1% para obter a diluicdd, H) assim sucessivamente até a
diluicéio 10°,

Fez-se a média aritmética das Unidades Formader&sldnias na diluicdo 10
> 10 UFC/mL, e na diluicdo > 1 UFC/mL, segundo CAVALLI-SFORZA (1974).

A verificagdo da atividade antibacteriana foi defieada segundo Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft / Sociedade Aleim Medicina Veterinaria, DVG,
(1981). Foram preparadas quatro placas de Petdisdilas em oito partes iguais
contendo agar nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA®aryland/Baltimore/USA)
para a linha sem desinibidor e quatro placas pdiaha com os desinibidores. As
placas semeadas foram colocadas invertidas emadsauateriologica a 37°C por 24
horas de incubacdo aerdbia. No dia seguinte praeselea leitura e contagem das
UFC/mL e a novas semeaduras em novas placas parasseguir com as leituras de
48, 72 e 144 horas.

Os resultados obtidos foram lidos como intensidaeleatividade de inibigéo
bacteriana (IINIB) e intensidade de atividade datiwvacdo bacteriana (IINAB).
Segundo DVG (1981) e REYBROUCK (1998), entende-@eliNIB/Intensidade de
Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasiaesultado do confronto da bactéria
com a solucéo antibacteriana em meio de culturacéfsg BHI (Brain Heart Infusion
Oxoid®) e por IINAB/Intensidade de Atividade de timacdo Bacteriana/bactericidia o
mesmo resultado, porém sob a influéncia dos dedords bacterianos acrescidos ao
meio (Polisorbato/Tween 80 - REACAO QUIMICA®, Portegre/RS/BR, a 6%; L-
histidina - LABSYBTH®, Diadema, SP/BR a 0,2% e ltg@ de soja HERBARIUM®,

Colombo, PR/BR a 0,6%).
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IINIB e IINAB foram representados por variaveis ioas arbitrarias, que
assumiram valores de um (1) a nove (9). O val@p®esentando atividade maxima e o

valor 1, auséncia de atividade, conforme legendbattela 2.

O teste de suspensédo baseou-se nas orientacoeg@d1081), RIOSet al.
(1988), REYBROUCK (1998) e constou das seguintegpast teste de suspenséo
simples e teste de suspensao simulando condic@iasr de uso, com matéria

organica.

A extracdo de polifendis foi feita seda a metodologia de VINSOBMt al.
(2001), e o teor de polifendis totais foi determimgelo método de Folin e Ciocalteu,

com as modificacdes sugeridas por KAREtAL (2005).

Foram realizadas analises estatisticas: Analisegadi@dncia Fatorial (Anova)
para as variaveis “respostas valor de IINIB e vd®ilINAB” através do Proc GLM do
Programa SAS; Testes de Comparacfes Mdultiplas #@eyJpara comparar as médias
de cultivares, tipos de bactérias e concentracossexritratos. As andlises de Variancia
(Anova) de medidas repetidas (tempo de exposicai@ @ varidvel “resposta valor de
[INAB” foram realizadas através do Proc Mixed dadtama SAS. As correlacdes
entre “respostas valores de IINIB e de IINAB” conondpostos Fendlicos foram
realizadas através das analises de CorrelacdorlLdge®earson, via Programa SPSS.
Andlises de Variancia Nao-Paramétrica de Kreuskali¥/foram utilizadas para as
variaveis “respostas valor de IINAB e valor de BNIcom o fator matéria organica

(20%: leite integral e albumina sérica bovina - BSRiamed]).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etanodlico (alcoolatura) de engaco dhiivar ‘Bordd’ a 50% foi
considerado o melhor resultado (valor de IINIB HAB maximo, 9) para todas as
bactérias e para maior quantidade de polifensigistofmg equivalentes de acido
galico.100g-1 de amostra) encontrados. Este teteomportanto, foi selecionado para
a realizacao do teste de suspenséo (tempo de ep@spresenca de matéria organica).

Os resultados dos polifenois totais e quantidatida atividade antibacteriana,
[INIB e IINAB, dos extratos etandlicos e hidroetdods dos diferentes cultivares
encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

No teste de suspensédo com extrato etandlico (atcwa) de engaco do cultivar
‘Bordd’ a 50%, em trinta minutos de acéo, obsersew inativacdo de todas as quatro
bactérias testadas. O resultado do teste de s@spesimulando sujidades em
agroindustria encontra-se na Tabela 3.

Através da Andlise de Variancia, foi possoa@tcluir que o efeito de “Cultivar,
Tipos de Método de Extragcdo, Bactéria e Concerttag&ignificativo: p<0,0001 para
todos os fatores em relagéo as variaveis “respuatases de 1INIB e IINAB”.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukeéypossivel concluir que
os valores médios de IINIB e IINAB do Cultivar ‘Bliy' diferem significativamente do
valor médio de IINIB e IINAB das Cultivares ‘Isabel ‘Moscato’, respectivamente,
p<0,0001 e p<0,0001.

Através da Analise de Variancia, foi possivel camajjue o efeito da interacdo
“Cultivar e tipos de Métodos de Extracdo é sigaifim, p<0,0001 em relacdo a
variavel “resposta Compostos Fendlicos”

Através do Teste de Comparacdes Mdltiplas de yulce possivel concluir que

dentro dos Tipos de Métodos de Extracdo, a médi€atapostos Fendlicos do
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Cultivar ‘Bord®’ difere significativamente da médie Compostos Fendlicos dos

demais Cultivares, p<0,0001.

Através da Analise de Variancia Nao-Paraméuliearuskal-Wallis, foi possivel
concluir que existe diferenca significativa enti® ranks médios dos valores de
IINAB do Fator Matorg-Bact (combinacdo de Materi@rganico e Bactéria):

p<0,0001.

Através da Analise de Variancia, foigwsl concluir que o efeito de “Bactéria e
Tempo de Exposicdo” é significativo: p=0,0311 e 0001, respectivamente, em

relacdo a variavel “resposta valor de [INAB”.

E interessante destacar também que, em todas diseande atividade
antibacteriana (IINAB) realizadas, as leituras @& 42 e 144 horas nao sofreram
alteracdo; portanto, a variavel “tempo de leituréo foi considerada para fins
estatisticos.

Os teores de polifendis totais encontrados na jEsgariaram de acordo com o
tipo de extracdo etandlica (alcoolatura ou hidmalitura) e com os cultivares

utilizados.

Na pesquisa realizada por ABE al (2007), o contetudo de fendlicos totais,
determinado através do método de Folin-Ciocalteatiou significativamente entre 65
+ 1 e 390 = 30 mg equivalentes de acido galico.ADGde amostra base umida.
FREITAS (2006) verificou que a safra 2004 contimhais polifendis do que a safra
2003 devido & menor precipitacdo pluvial, maiooiagdo e menor umidade relativa do
ar, condicbes favoraveis a maturacdo fendlica dess.uVariagbes no perfil de
compostos fendlicos além de produzir uvas com sabmcores variadas podem resultar

em diferentes respostas bioldgicas e que, apesaprgsentarem alguns constituintes
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em potencial, outros compostos podem estar aginéoggeticamente, contribuindo para

os efeitos benéficos (FREITAS 2006; ARBEal 2007).

CONCLUSAO
A relagcdo entre os teores de polifendis totaisa eatividade antibacteriana
determinada pela andlise de Correlagdo Linear des®® demonstrou que existe
correlagao positiva entre “valores de IINIB e IINAB os “valores dos Compostos
Fendlicos” (p< 0,0001), ou seja, a medida que ¢ares dos Compostos Fendlicos

aumentam, os valores de [INIB e IINAB também autauen

Desta forma, utilizar extratos etanddicle residuos da viticultura, em especial 0
extrato etandlico de engago como desinfetante odugéo animal e na agroindustria
familiar de produtos de origem animal, é viavelsdie que anteriormente se faca a
remocdo da matéria organica local, conforme deremstna Tabela 3 (teste de
suspensao com matéria organica a 20%, represqriadiite integral e albumina sérica

bovina).
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Tabela 1: Polifendis totais dos extratos etandlicage engaco de trés cultivares de

uva - Safra 2011, Bento Goncalves — RS (média désrrepeticdes)

EXTRATO ETANOLICO EXTRATO HIDROETANOLICO

Média Desvio Média Desvio

Cultivares Conc. (mgGAE/100g) Padrdo Cultivares Conc. (mgGAE/100g) Padrao

‘Bordd’  100% 477 1,77  ‘Bordd’ 100% 159,80 9,52
‘Isabel’  100% 325,56 4,40 ‘lsabel 100% 97 41,41
‘Moscato’ 100% 246,66 A,52 ‘Moscato’ 100% 59,80 #,65

(mg equivalentes de Acido Galico.100dp amostra )



123

Tabela 2: Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana#raastasia (IINIB -
auséncia de desinibidores bacterianos) e Intersidial Atividade de Inativacéo
Bacteriana/bactericidia (IINAB - presenca de désiiores bacterianos) de Extrato
Etandlico e Hidroetandlico de Engaco de Uva dogivaues:B (‘Bordd’),l (‘Isabel’),

M (‘Moscato) em suas concentra¢des, contra quatro Bactérias.

ALCOOLATURA
In6culos S. aureus E. faecalis S. Enteritidis E. Coli
Cultivares B | M B | M B | M B | M
Atividade
Conc. 50% IINIB 9 9 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9
IINAB 9 9 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9
40% IINIB 8 8 7 9 9 8 9 9 8 9 9 8
IINAB 8 8 7 9 8 7 9 9 8 9 9 8
30% IINIB 7 6 5 8 8 6 8 8 7 8 8 6
IINAB 6 5 4 8 7 6 8 8 7 8 8 6
20% IINIB 5 4 1 7 7 1 7 7 6 7 7 6
IINAB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
HIDROALCOOLATURA
In6culos S. aureus E. faecalis S. Enteritidis E. Coli
Cultivares B | M B I M B | M B | M
Atividade
Conc. 50% IINIB 7 5 4 8 6 5 8 6 5 8 6 5
IINAB 6 5 4 8 6 5 8 6 5 8 6 5
40% IINIB 6 5 3 7 6 3 7 6 3 7 6 3
IINAB 6 5 1 7 6 3 7 6 3 7 6 3
30% IINIB 3 4 1 5 6 2 6 6 3 6 4 3
IINAB 2 2 1 5 5 2 6 4 3 6 4 2
20% IINIB 11 1 2 2 1 3 2 1 3 2 1
IINAB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Legenda: IINIB = bacteriostasia -  IINAB = bactad@a - na =nenhuma atividade
UFC/mL = Unidade Formadora ded@@ por mililitro
9 8 7 6 5 4 3 2 Yariaveis ordinais delINIB/IINAB
id 10% 10® 10* 10° 10° 107 10® = Diluigdes do inéculo (UFC/mL)

16 10° 10° 10* 10° 100 100 10 na =Doses infectantes (UFC/mL)

inibidas/inativadas
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Tabela 3: Teste de Suspensao com matéria organic&xtrato etandélico de engaco de
uva ‘Bordd’ com 20% de leite integral e 20% de atina sérica bovina, média de trés

repeticoes.

leite integral

albumina sérica bovina

TEMPO BACTERIA IINIB IINAB TEMPO BACTERIA IINIB IINAB
Staphylococcus 6 5 Staphylococcus 5 2
aureus aureus
30 MIN Salmonella 8 8 30 MIN Salmonella 7 4
Enteritidis Enteritidis
Staphylococcus 7 6 Staphylococcus 6 6
aureus aureus
60 MIN Salmonella 9 8 60 MIN Salmonella 8 7
Enteritidis Enteritidis
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Resumo

Através de testes de diluicio em sistema de tuhd8pios, determinou-se a
intensidade de atividade de inibicdo bacteriaridlBiBacteriostasia) e a intensidade de
atividade de inativagdo bacteriana (IINAB/Bacteli@) de extratos etandlicos
(alcoolatura/ plantan naturae hidroalcoolatura/planta seca) de engaco, cascha de
videiras VYitis L.) de trés cultivares diferentes: ‘Bordd’, ‘Iséibe@ ‘Moscato’.
Realizaram-se testes de decocto com os residuosuttosres selecionados; porém,
este método de extracdo dos principios ativos rmfiesentou nenhuma atividade
antibacteriana. Os indculos bacterianos padrongatto interesse veterinario foram:
Staphylococcus aureugATCC 25923), Enterococcus faecalisStATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella Enteritidis (ATCC 13076).
Paralelamente, o teor de polifendis totais e decéminas dos extratos dos diferentes
residuos foi quantificado. A atividade antibactesialo extrato etandlico (alcoolatura)
de engaco do cultivar ‘Bord6’ foi superior aos dem&louve diferenca significativa
entre os cultivares analisados e o tipo de residdmbactérias Gram-negativas foram
mais sensiveis, enquanto a bactéria mais resisfenta Staphylococcus aureus

independentemente dos residuos utilizados. A detag@io de polifendis totais foi
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realizada utilizando-se o reagente de Folin-CiecalEm relacdo ao teor de compostos
fendlicos, o extrato etandlico do cultivar ‘Bord@®i significativamente superior,

sugerindo uma relacao direta entre a concentraedpotifendis totais e a atividade

antibacteriana encontrada. As antocianinas foraerméeadas utilizando-se o método
da diferenca de pH, sendo encontradas somente as@as¢ exceto para o cultivar
‘Moscato’. Residuos da viticultura, em especiahgago, mostraram grande potencial
como fonte de fendis para produtos desinfetantasperspectiva de utilizagcdo na

producao animal e/ou agroindustria familiar.

Palavras-chave residuos da viticultura, engaco, atividade actdr@dana, compostos

fendlicos, antocianinas.

Antibacterial activity of ethanolic extracts fromiticulture residues towards

disinfection applied to animal production and fargilagroindustry

Abstract

The intensity of bacterial inhibition activity (IIR/Bacteriostasia) and intensity
of bacterial inactivation (IINAB/Bactericidia) oftleanolic extracts (alcoholature/fresh
plant and hidroalcoholature / dry plant) from dta) barks and leaves of vines (Vitis L.)
of three different cultivars: 'Bord®’, 'Isabel' an#loscato’ have been determined
through dilution test in multiple-tubes system. @xion tests have been maudéh
residues of the selected cultivars, but this mettfoelxtraction of active principles has
showed no antibacterial activitythe standardized bacterial inocula with veterinary
interest were: Staphylococcus aureus (ATCC 259F8jerococcus faecalis (ATCC
19433), Escherichia coli (ATCC 11229) and Salmenéhteritidis (ATCC 13076).
Simultaneously, the content total polyphenols anth@yanins extracts of different
residues have beemuantified. The antibacterial activity of ethanoliextract
(alcoholature) from stalks of the cultivar 'Bord@s been superior to the others. There
have been significant differences between the veulti analyzed and the type of
residues. Gram-negative bacteria have been morsitsen while the most resistant

bacteria have been Staphylococcus aureus for asigues used. The total polyphenols
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has been determined by using the Folin-Ciocalteageat. Regarding the content of
phenolic compounds, the ethanolic extract from dbkivar '‘Bordd' was significantly

higher, suggesting a direct relationship betweer tboncentration of phenolic
compounds and the antibacterial activity found.h®atyanins were determined through
the method of difference in pH, and have been foumg at barks, except for the
cultivar 'Moscato'. Viticulture residues, particula grape stalk, have showed great
potential as a source of phenols for disinfectanbdpicts to be used in animal

production and / or family agroindustry.

Key- words viticulture residues, grape stalk, antibacteradtivity, phenolic

compounds, anthocyanins.

Introducao

A importancia socioecondmica da viticultura parBrasil, além da geracéo de
empregos em grandes empreendimentos que produzer® d& mesa e para
processamento, reside nas atividades ligadas amture na sustentabilidade da
pequena propriedade (Mello, 2011).

No Rio Grande do Sul, a Serra Gaucha é a princggfio produtora, sendo
desenvolvida tipicamente pela agricultura famikaenvolvendo atualmente mais de
onze mil propriedades viticolas (Portugal e Paln@2012).

A uva é fonte de diversos compostos fendlicos eawaelas concentragdes, e 0s
subprodutos da vinificagdo, em sua maioria, mantgrantidades consideraveis de
substancias como os flavondides (antocianinasarfidig e flavondis), os estilbenos
(resveratrol), os acidos fendlicos (derivados dosdas hidroxicinamicos e
hidroxibenzbicos) e os taninos (Abe, 2007; De (ia;e2010).

Os residuos gerados pelas vinicolas destacam-sesgpem ricas fontes de
compostos fendlicos e pela expressiva quantidagidtaate do processamento: a soma
do bagaco (cascas e sementes), engaco e borracks§o fermentativo representa, em
média, 30% do volume de uvas utilizadas para augdmlvinicola (Melet al, 2011).
Engacossdo as matérias-primas mais pobres e de valodzagis simples; quando
separados por desengacadeiras, constituem cer8sbdea 4,5% da massa total da
vindima (Da Silva, 2003; Melet al, 2011).
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Nos ultimos anos os polifendis dos vinhos tém diage interesse crescente
devido a suas propriedades antioxidantes e seengiais efeitos benéficos a saude
(Ojeda, 2007). A atividade antioxidante do resvetgiresente no vinho, por exemplo,
auxilia no tratamento de doencas cardiovasculares ecombate ao acumulo de
colesterol, tem comprovada acao bactericida e igadtivestimula o apetite, facilita a
digestao e retarda o envelhecimento celular e @gaalém de atuar contra o cancer
(Sautteret al, 2005; Guerra, 2010).

Varios estudos tém demonstrado que o suco de awardio contém compostos
fendlicos em quantidades consideraveis e, porta#o, consumo é desejavel como
aporte de substéancias antioxidantes naturais. @ deiaiva como fonte de compostos
fendlicos pode apresentar vantagem com relacdon&o,ja que a auséncia de alcool
permite seu amplo consumo, inclusive por pessodadmwas de algumas enfermidades
ou com restricbes de ordem filosdfica, culturalreligiosa (Malacribia e Motta, 2005;
Pintoet al, 2011).

Considerando-se a importancia da busca de alteasadi destinacdo de residuos
da viticultura, determinou-se a atividade antibaata de extratos etandlicos
(alcodlicos e hidroalcoolicos) de casca, folha gagn na perspectiva de sua aplicacédo
como produtos desinfetantes em situacfes-problepacdicos em produgdo animal,
bem como em situagBes de agregacdo de valor aismatina desta natureza, em

sistema de agroindustria familiar ou de pequentepor

Material e Métodos

As amostras, residuos de uva em cultivo ocgéarforam coletadas durante os
meses de fevereiro e mar¢co na safra de 2011. Apiessengace da uva na vinicola,
obteve-se 0 engaco; a casca, apos a prensagengaigmpaem fermentacdo. As folhas
foram coletadas apds a colheita da uva. Na Vinibt#aa Kaho, localizada na Linha
Eulalia, em Bento Goncgalves/RS, obtiveram-se oiklues dos cultivares ‘Bordd’ e
‘Isabel’, e na propriedade da familia Strapazzooalizada na Linha Sdo Pedro, em
Bento Goncalves/RS, os residuos do cultivar ‘Mascat

Para o preparo de alcoolaturas, utilizaram-se siésierilizados com tampa na
seguinte proporgdo: 400 gramas da amdstmaaturaem 1 litro de alcool etilico de
cereal a 96°GL (Farmaquimica, Porto Alegre/RS/BRR),acordo com a Farmacopéia

(Brasil, 1959; 2010). Para o preparo de hidroaliniohs utilizaram-se amostras secas
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em estufa a 40°C com ventilacdo forcada, até pesageastante. As amostras foram
picadas e colocadas em vidros esterilizados conpdana seguinte proporcao: 100
gramas da amostra seca em 1 litro de alcool etliékcoereal a 70°GL (Farmaquimica,
Porto Alegre/RS/BR), de acordo com a Farmacopéias{B 1959; 2010). Para o
preparo de decocto, utilizaram-se também amosiaassem estufa a 40°C com
ventilacdo forcada, até pesagem constante. As easdsiram picadas e colocadas em
envelopes de papel pardo até 0 momento de serdisagiag, na seguinte proporcao:
100 gramas da amostra seca em 1 litro de agudadestie acordo com a Farmacopéia
(Brasil, 1959; 2010).

As amostras de indculos-padr@omerican Type Culture ColletioATCC)
utilizadas foram duas bactérias Gram-positi&iaghylococcus aureuaTCC 25923, e
Enterococcus faecalisATCC 19433), e duas bactérias Gram-negatiganfonella
Enteritidis, ATCC 13076, Escherichia coliATCC 11229).

Foram realizadas diluicbes seriais logaritmicasndaulo, seguindo a Técnica
de Diluicdo Serial de Tubos Multiplos (Avancini eiést, 2008). A partir do indculo
inicial, transferiu-se assepticamente 1ml desta pavos de ensaio contendo 9 ml de
agua peptonada estéril a 0,1% para obter a diliiG&pe assim sucessivamente até a
diluicdo 10°. Fez-se a média aritmética das Unidades Formadiga€oldnias na
diluicdo 10" > 10 UFC/mL, e na diluicdo 0= 1 UFC/mL, segundo Cavalli-Sforza
(1974).

Apé6s um periodo minimo de quinze dias, as alco@ate hidroalcoolaturas
foram filtradas com papel de filtro esterilizadeubmetidas a destilacéo fracionada sob
pressdo reduzida em aparelho evaporador rotatdriguantidade do alcool a ser
retirado foi calculada segundo a Farmacopéia (Bra8b9; 2010), a por¢éo alcodlica
sendo desprezada e o extrato obtido vertido eno @shéril para as analises.

Para o controle de assepsia dos procedimentos tdac@x, determinou-se a
esterilidade de todos os extratos, retirando-spuatés de 5mL, semeadas em tubos
contendo 5mL deBrain Heart Infusion(BHI, Oxo0id®), incubadosaerobicamente a
37°C por até 48 horas, confirmando-se sua estat#idoor plagueamento em Agar
Nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA®, Maryland/Baitiore/USA).

Folhas, engagos e cascas dos trés cultivares feuametidos ao processo de
decoccéo (planta seca) para obter as solu¢cbesctatiianas a serem testadas, segundo

a Farmacopéia (Brasil, 1959; 1988; 2010). Apésraufa, a amostra contida no frasco
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Erlenmayer com uma tampa de vidro (placa de Retrinaneceu sob fogo brando (bico
de Bunsen e manta de amianto) por 15 minutos. goids o decocto foi resfriado em
temperatura ambiente e coado com papel de filterikgzado para realizar as analises.
O volume evaporado nao foi reposto, padronizando-geocedimento conforme o0s
extratos obtidos, denominando-o de concentraca®ol®@rificou-se a esterilidade do
decocto realizando-se teste com um tubo contraleendo 5mL da amostra em 5mL de
Brain Heart Infusion(BHI, Oxo0id®), na propor¢cdo recomendada pelo ftabnie,
incubado a 37°C em estufa bacteriolégica por 28 éatas. Apds estes periodos, foi
realizado plagueamento em &gar nutriente (Nutrigkgar, ACUMEDIA®,
Maryland/Baltimore/USA) para confirmagéo da esidaile.

Para a determinacdo da atividade antibacterianaestvatos e do decocto,
utilizou-se o Teste de Diluicho segund®eutsche Veterinarmedizinische
GesellschafSociedade Alema de Medicina Veterinaria (1981)egkRouck (1998). O
resultado do confronto da bactéria com a solucdibateriana em meio de cultura
especifico BHI Brain Heart InfusionOxoid®) foi lido como Intensidade de Atividade
de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (lINIB) e,r datensidade de Atividade de
Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) o mesnesultado deste confronto, porém
sob a influéncia dos desinibidores bacterianossartes ao meio (Polisorbato/Tween
80 - REACAO QUIMICA®, Porto Alegre/ RS/BR, a 6%;Histidina - LABSYBTH®,
Diadema, SP/BR a 0,2% e Lecitina de soja HERBARIUNI®lombo, PR/BR a 0,6%).

Com base na técnica do sistema de tubos multigitasla por Avancini & Wiest
(2008), Wiesket al (2009, b), confrontaram-se os diferentes extratos eaties com 8
diluicBes seriais logaritmicas (1@ 10° UFC/mL) dos diferentes inéculos bacterianos.

As atividades antibacterianas IINIB e IINAB foragpresentadas por variaveis
ordinais arbitrarias com valores de um (1) a n@edste representando atividade

méxima e 1, auséncia de atividade, como ilustrado:
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Variaveis ordinais de
9 8 7 6 5 4 3 2 1 Intensidade da acéo

UFC/mL- dilui¢des do inéculo
10* | 10% | 10% | 10* | 10% | 10° | 107 | 10°® ¢
inibidas ou inativadas

UFC/mL- doses infectantes
100 | 1¢F | 100 | 10* | 10° | 17 | 10" | 1@ | n.a o
inibidas ou inativadas

IINIB = Intensidade da atividade de inibi¢#arcteriana (bacteriostasia)
INAB = Intensidade da atividade de inativagéo béate (bactericidia)
FO/mL = Unidade formadora de colénia por mililitro

.amF nenhuma atividade

Foram realizadas Andlises de Variancia FatgAdNOVA) para as variaveis:
“respostas valores de IINIB” e “valores de IINARitravés ddseneral Linear Models
Procedure(PROC GLM) do Program@tatistical Analysis Systef8AS).

Testes de Comparacdes Multiplas de Tukey fordlzados para comparar as
médias de cultivares, tipos de bactérias, tipoesieluos e concentracées dos extratos —
Variavel “resposta IINIB e [INAB”.

A extracdo de polifendis totais foi realizadawedp a metodologia de Vinsen
al. (2001). Amostras de 100 do extrato (alcodlico ou hidroalcodlico de engacasca
ou folhas) foram colocadas em tubos de rosca doBppendorf, sendo posteriormente
acrescidos de 500 de solucdo de extragdo contendo metanol (GrupmiQo®/BR) a
50% e acido cloridrico (Nuclear®/BR) a 1,2M. Osdslforam colocados em banho-
maria a 90°C por trés horas. Posteriormente, fortimados do banho e, depois de
resfriados em temperatura-ambiente, o volume faiptetado a 1mL com metanol puro
(Grupo Quimico®/BR). Em seguida, as amostras fo@ntrifugadas (Centrifuge
5415R- Eppendorf®, Germany) a 5.000 rpm por cinco minuwtoss sobrenadantes
foram obtidos com auxilio de uma pipeta automaseagdo estes denominados extratos
de polifendis totais. As extracdes foram realizagtadriplicata (Faller & Fialho, 2009).

A determinagdo de polifendis totais foi realizaddizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu (Proton Quimica®/RS) segundo Kagbal (2005). A solugéo de Folin
foi preparada utilizando-se o reagente Folin-Ciecak agua deionizada 1:1 (v/v). Em
tubo do tipo Eppendorf foram adicionadosB@o extrato de polifenol, acrescidos de
75uL da solucdo de Folin-Ciocalteu. Apos cinco minudesreacéo, foram adicionados
75uL de solugéo de carbonato de sodio (Synth®/BR) (2@ volume foi completado

com agua deionizada até @0 A solucdo reagiu por 30 minutos e posteriormdoite
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realizada a leitura em espectrofotometro (UV MiadQ, Shimadzu®, Japan) a 750nm,
utilizando-se acido galico (Merck®/BR) como padr@s resultados foram expressos
em mg de equivalentes de acido galico (EAG) pordl.00

O conteudo de antocianinas totais foi determina@glo método da diferenca de
pH (Giusti & Wrosltad, 2001) em que se dissolvens distemas-tampdao: cloreto de
potassio(Merck®/BR) pH 1 (0,025M) e acetato de sdodio (S@IBR) pH 4,5 (0,4M).
Foram adicionados 1,8ml da correspondente solwg@apdo a 0,2 ml da amostra
diluida para se obter a densidade ¢ptica na fax®&4D e 700nm (Kuskoslkit al,
2006).

Resultados e discussao

O extrato etanolico (alcoolatura) de engacgo doivault'‘Bordd’ a 50% foi
considerado o melhor resultado (valor atribuidolltéB e IINAB méximo, 9) para
todas as bactérias testadas e maior quantidadeoldenpis totais encontrados. Os
resultados dos polifendis totais quantificados diferentes extratos a 50% encontram-
se abaixo (Tab. 1, 2 e 3), assim como os resultddodNIB e IINAB para as 4

bactérias testadas.
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TABELA 1: POLIFENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS DO CULTIVAR ‘BORDO
(mg Equivalentes de Acido Galico .100de amostra )
VALORES IINIB (Inibigdo) e IINAB (Inativacéo) paras 4 bactérias, na concentragdo 50%.

EXTRATO ETANOLICO EXTRATO HIDROETANOLICO

Média + Atividade Média + Atividade
PARTES BACT. Desvio Padréo IINIB/IINAB PARTES BACT. Desvio Padréo IINIB/IINAB
(mgGAE/100g) (mgGAE/100g)
(Staphylococcus 9/9 (Staphylococcus 3/3
aureus) Aureus)
CASCA (Enterococcus 9/9 CASCA (Enterococcus 4/4
faecalis) 252 +2 faecalis) 17,50 40,75
(Salmonella 9/9 (Salmonella 4/4
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 9/9 (Escherichia 4/4
coli) coli)
(Staphylococcus 6/5 (Staphylococcus 2/2
aureus) aureus)
FOLHA  (Enterococcus 717 FOLHA  (Enterococcus 3/3
faecalis) 72,50 40,86 faecalis) 26,40 40,72
(Salmonella 717 (Salmonella 3/3
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 717 (Escherichia 3/3
coli) coli)
(Staphylococcus 9/9 (Staphylococcus 716
aureus) aureus)
ENGACO (Enterococcus 9/9 ENGACO (Enterococcus 77
faecalis) 290,30 41,47 faecalis) 77.30+1,05
(Salmonella 9/9 (Salmonella 717
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 9/9 (Escherichia 717
coli) coli)
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TABELA 2 : POLIFENOIS TOTAIS DO CULTIVAR ‘ISABEL’
(mg Equivalentes de Acido Galico .100de amostra )
VALORES IINIB (Inibigdo) e IINAB (Inativacéo) paras 4 bactérias, na concentragdo 50%.

EXTRATO ETANOLICO EXTRATO HIDROETANOLICO
Média +Desvio [INIB/IINAB Média +Desvio IINIB/IINAB
PARTES BACT. Padrao PARTES BACT. Padréao
(mgGAE/100g) (mgGAE/100g)
(Staphylococcus (Staphylococcus
aureus) 5/5 aureus) 1/1
CASCA (Enterococcus 6/6 CASCA (Enterococcus 1/1
faecalis) 61,51 42,25 faecalis) 10,10 40,10
(Salmonella 6/6 (Salmonella 1/1
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 6/6 (Escherichia 1/1
coli) coli)
(Staphylococcus 3/1 (Staphylococcus
aureus) aureus) 2/1
FOLHA (Enterococcus 3/3 FOLHA (Enterococcus 2/1
faecalis) 37,40 41,70 faecalis) 18,90 +1,87
(Salmonella 3/3 (Salmonella 2/1
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 3/3 (Escherichia 2/2
coli) coli)
(Staphylococcus 9/9 (Staphylococcus
aureus) aureus) 5/5
ENGACO (Enterococcus 9/9 ENGACO (Enterococcus 6/6
faecalis) 263,20 41,21 faecalis) 66,60 40,79
(Salmonella 9/9 (Salmonella 6/6
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 9/9 (Escherichia 6/6

coli) coli)
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TABELA 3: POLIFENOIS TOTAIS DO CULTIVAR ‘MOSCATO’
(mg Equivalentes de Acido Galico .100ge amostra )
VALORES IINIB (Inibi¢&o) e IINAB (Inativacéo) paras 4 bactérias, na concentragio 50%.

EXTRATO ETANOLICO EXTRATO HIDROETANOLICO
Média +Desvio |INIB/IINAB Média +Desvio |INIB/IINAB
PARTES BACT. Padréo (Staphylococcus PARTES BACT. Padrao
(mgGAE/100g) aureus) (mgGAE/100g)
(Staphylococcus 5/4 (Staphylococcus 11
aureus) aureus)
CASCA (Enterococcus 5/5 CASCA (Enterococcus 1/1
faecalis) 43,03 +1,15 faecalis) 7.6040,29
(Salmonella 5/5 (Salmonella 1/1
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 5/5 (Escherichia 11
coli) coli)
Staphylococcus 2/1 Staphylococcus 2/1
aureus) aureus)
FOLHA (Enterococcus 3/1 FOLHA (Enterococcus 2/1
faecalis) 19,40 +0.75 faecalis) 12,70 40,40
(Salmonella 3/1 (Salmonella 2/1
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 3/1 (Escherichia 11
coli) coli)
Staphylococcus 8/8 Staphylococcus 3/3
aureus) aureus)
ENGACO (Enterococcus 8/8 ENGACO (Enterococcus 4/3
faecalis) 148 +0,50 faecalis) 38,03.41,45
(Salmonella 9/8 (Salmonella 4/4
Enteritidig Enteritidig
(Escherichia 9/8 (Escherichia 4/4
coli) coli)

As analises de antocianinas totais (mg em 100 gral@eamostra umida) foram
realizadas para todas as amostras de extratosn gmeontradas somente nas cascas de
dois cultivares. A média dos resultados encontrddeam 73,9mg e 98,1mg para
extrato etandlico (alcoolatura) da casca de uvabéls e da casca de uva ‘Bordd’,
respectivamente. O cultivar ‘Moscato’ ndo posstoeaninas, pois mutacdes em dois
genes reguladores das uvas brancas desativam ac@oodelas, conforme explicam
Walkeret al (2007).

A relacdo entre os teores de polifendis totais atinadade antibacteriana foi
determinada através da andlise de Correlacdo LideaPearson entre as variaveis

“respostas valores de IINAB”, “Compostos Fendliates INAB”, “valores IINIB” e
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“Compostos Fendlicos de IINIB”. Concluiu-se que stxi correlagdo positiva entre
“valores de IINIB e IINAB” e os valores dos Compmst-endlicos, p< 0,0001, ou seja,
a medida em que os valores de IINIB e IINAB aumentas valores dos Compostos
Fendlicos também aumentam.

A relagéo entre os teores de antocianinas e alatigei antibacteriana ndo poéde
ser determinada porque a maioria das amostraspréseataram antocianinas, embora
apresentassem atividade antibacteriana bastantessk@ (por exemplo, extrato
etanodlico de engaco).

Através da Analise de Variancia (ANOVA), foi possiconcluir que o efeito de
Cultivar, Tipos de Método de Extracdo, Tipos deitRess, Bactérias e Concentragdo
foi significativo, p< 0,0001 para todos os fatores) relacdo a variavel “resposta
valores de IINIB e IINAB”.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukepossivel concluir, que
a nota média de IINAB da Bactésa aureuslifere significativamente da nota média de
IINAB da Bactériak. coli, E. faecalise Salmonella p< 0,0001, p< 0,0001 e p<0,0001,
respectivamenteéstaphylococcus auredisi a bactéria mais resistente.

Através da Analise de Variancia (ANOVA), foi posiconcluir que o efeito da
interacdo “Cultivar, Tipos de Método de Extracaipo$ de Residuos” foi significativo,
p< 0,0001 em relagéo a variavel “resposta Comgestadlicos”.

Através do Teste de Comparacdes Multiplas de Téhieyossivel concluir que
dentro dos tipos de extracdes e residuo (casca&xmmplo), a média de compostos
fendlicos do cultivar ‘Bordé’ difere significativaeante da média dos cultivares ‘Isabel’
e ‘Moscato’, p< 0,0001. Da mesma forma que se podeluir que dentro do cultivar
‘Bordd’ e tipo de extracdo, a média de compostosdlieos da casca difere

significativamente da média de compostos fenolitmoengaco e folha, p< 0,0001.

Conclusao

E possivel concluir que os residuos da viticulturateriais de pouco valor
agregado e potenciais poluentes, sao fontes apeeside compostos fendlicos.

Os residuos da vinicultura, em especial o engaearés cultivares analisados,
apresentaram atividade antibacteriana eficaz pactétias de interesse zootécnico e
veterinario. Desta forma, utilizar o extrato etéwlde engaco como desinfetante na

producdo animal e/ou na agroindustria familiar delptos de origem animal € viavel.
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TABELA 1: Intensidade da Atividade de InibicAo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico dos residuos de uva
BORDO’ e suas concentragbes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Positivas

Conc. Inéculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engago
Tempo
(horas)

[INIB 6 66 999 999 777 999 999

24 IINAB 555 999 999 777 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 777 999 999

50% 48 IINAB 555 999 999 777 999 999

[INIB 6 66 999 999 777 999 999

72 IINAB 555 999 999 777 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 777 999 999

144 IINAB 555 999 999 777 999 999

[INIB 555 877 8 8 8 6 66 8 8 8 999

24 INAB 111 777 8 8 8 6 66 8 8 8 999

IINIB 555 877 888 6 6 6 888 999

20% 48 INAB 111 777 888 6 6 6 888 999

[INIB 555 877 8 8 8 6 66 8 8 8 999

72 INAB 111 777 8 8 8 6 66 8 8 8 999

IINIB 555 877 888 6 6 6 8 88 999

144 INAB 111 777 888 6 6 6 888 999

IINIB 4 4 4 6 6 6 777 4 4 4 777 8 8 8

24 INAB 111 333 6 66 111 777 8 8 8

IINIB 4 4 4 6 6 6 777 4 4 4 777 888

30% 48 INAB 111 333 6 6 6 111 777 888

IINIB 4 4 4 6 6 6 777 4 4 4 777 8 8 8

72 INAB 111 333 6 66 111 777 8 8 8

IINIB 4 4 4 6 6 6 777 4 4 4 777 888

144 INAB 111 333 6 6 6 111 777 888

IINIB 111 112 555 111 6 6 6 777

24 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 555 111 6 6 6 777

20% 48 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 555 111 6 6 6 777

72 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 555 111 6 6 6 777

144 INAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 2 : Intensidade da Atividade de InibicAo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico dos residuos de uva
BORDO’ e suas concentragbes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Negativas

Conc. Ino6culo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 777 999 999 777 999 999

24 IINAB 7 77 999 999 777 999 999

IINIB 777 999 999 777 999 999

50% 48 IINAB 7 7 7 999 999 777 999 999

IINIB 777 999 999 777 999 999

72 IINAB 7 7 7 999 999 777 999 999

IINIB 777 999 999 777 999 999

144 IINAB 7 7 7 999 999 777 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

24 IINAB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

20% 48 IINAB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

72 IINAB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

IINIB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

144 IINAB 6 6 6 999 999 6 6 6 999 999

IINIB 4 4 4 888 8 8 8 4 4 4 8 8 8 8 8 8

24 IINAB 4 4 4 8 8 8 8 8 8 4 4 4 8 8 8 8 8 8

IINIB 4 4 4 8 88 888 4 4 4 888 888

30% 48 IINAB 4 4 4 8 88 888 4 4 4 888 888

IINIB 4 4 4 888 8 8 8 4 4 4 8 8 8 8 8 8

72 IINAB 4 4 4 8 8 8 8 8 8 4 4 4 8 8 8 8 8 8

IINIB 4 4 4 8 88 888 4 4 4 888 888

144 IINAB 4 4 4 8 88 8 88 4 4 4 8 88 8 88

IINIB 111 777 777 111 777 777

24 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 777 777 111 777 777

20% 48 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 777 777 111 777 777

72 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 777 777 111 777 777

144 IINAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 3: Intensidade da Atividade de InibicAo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos residuos de uva
BORDO’ e suas concentragbes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Positivas

Conc. Inéculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 222 4 33 777 333 4 45 877

24 IINAB 221 4 33 6 66 333 4 4 4 877

IINIB 222 4 33 777 333 4 4 4 877

50% 48 INAB 111 4 33 6 6 6 333 4 4 4 877

IINIB 222 4 33 777 333 4 4 4 877

72 INAB 111 4 33 6 66 333 4 4 4 877

IINIB 222 4 33 777 333 4 4 4 877

144 INAB 111 4 33 6 6 6 333 4 4 4 877

IINIB 222 333 6 6 6 233 344 776

24 INAB 111 333 6 66 233 3414 776

IINIB 222 333 6 66 233 3414 776

40% 48 INAB 111 333 6 6 6 233 344 776

IINIB 222 333 6 6 6 233 344 776

72 INAB 111 333 6 66 233 3414 776

IINIB 222 333 6 66 233 3414 776

144 INAB 111 333 6 6 6 233 344 776

IINIB 111 332 322 112 3314 555

24 INAB 111 332 322 111 3314 555

IINIB 111 332 322 112 3314 555

30% 48 INAB 111 332 322 111 3314 555

IINIB 111 332 322 112 3314 555

72 INAB 111 332 322 111 334 555

IINIB 111 332 322 112 334 555

144 INAB 111 332 222 111 3314 555

IINIB 111 112 111 111 112 222

24 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 112 222

20% 48 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 112 222

72 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 112 222

144 INAB 111 111 111 111 111 111




146

TABELA 4 : Intensidade da Atividade de Inibicado Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos residuos de uva
BORDO'’ e suas concentracbes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Negativas

Conc. Iné6culo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 332 4 45 877 332 4 45 887

24 IINAB 332 4 44 877 332 4 44 887

IINIB 332 4 44 877 332 4 44 887

50% 48 IINAB 332 4 4 4 877 332 4 4 4 887

IINIB 332 4 4 4 877 332 4 4 4 887

72 IINAB 332 4 44 877 332 4 44 887

IINIB 332 4 44 877 332 4 44 887

144 IINAB 332 4 4 4 877 332 4 4 4 887

IINIB 332 344 777 332 344 777

24 IINAB 332 3414 777 332 3414 777

IINIB 332 3414 777 332 3414 777

20% 48 IINAB 332 344 777 332 344 777

IINIB 332 344 777 332 344 777

72 IINAB 332 3414 777 332 3414 777

IINIB 332 3414 777 332 3414 777

144 IINAB 332 344 777 332 344 777

IINIB 111 334 6 6 6 112 334 6 6 6

24 IINAB 111 3314 6 66 111 3314 6 66

IINIB 111 3314 6 66 112 3314 6 66

30% 48 IINAB 111 334 6 6 6 111 334 6 6 6

IINIB 111 334 6 6 6 112 334 6 6 6

72 IINAB 111 3314 6 6 6 111 3314 6 66

IINIB 111 3314 6 6 6 112 3314 6 66

144 IINAB 111 334 6 6 6 111 334 6 6 6

IINIB 111 112 332 111 112 322

24 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 112 332 111 112 322

20% 48 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 112 332 111 112 322

72 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 112 332 111 112 322

144 IINAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 5: Intensidade da Atividade de Inibicado Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etanélico dos residuos de uva
‘ISABEL' e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Positivas

Conc. Inéculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

INB 333 [655 999 333 [666 [9909

24 INMB 111 [555 999 (333 [666 9909

INB 333 [655 999 [333 [666 [9909

50% 48 INMB 111 [555 999 (333 [666 9909

INB 333 [655 999 [333 [666 [9909

72 INMB 111 [555 999 (333 [666 9909

INB 333 [655 999 333 [666 [9909

144 INMB 111 [555 [999 (333 [666 [9909

INB 333 444 888 333 [555 999

24 INAB 111 [444 888 [|333 [555 [889

INB 333 444 888 [333 [555 9909

40% 48 INAB 111 [444 888 [|333 [555 [889

INB 333 444 888 333 [555 9909

72 INAB 111 [444 888 [333 [555 [889

INB 333 444 888 333 [555 9909

144 INAB 111 [444 888 [333 [555 [889

INB 111 333 666 [222 444 [888

24 INAB 111 111 |[|555 111 [444 [877

INB 111 333 666 [222 444 [888

30% 48 INAB 111 111 [555 111 |[444 877

INB 111 [833 666 [222 [444 [888

72 INMB 111 @21 555 111 |[444 877

INB 111 [833 666 [222 [444 [888

144 INMB 111 @121 555 111 |[444 877

INB 111 [1121 [|544 111 [8833 [776

24 INMB 111 (221 111 111 jp11 111

20% INB 111 2121 544 111 [883 [776

48 INMB 111 (221 111 111 jp11 111

INB 111 [1121 [|544 111 [8833 [776

72 INMB 111 (221 111 111 jp11 111

INB 111 [1121 [|544 111 [8833 [776

144 INMB 111 (221 111 111 211 111
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TABELA 6: Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etanélico dos residuos de uva
‘ISABEL' e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Negativas

Conc. Ino6culo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

INB 333 666 [999 [333 666 [0909

24 INAMB 333 [666 999 [333 666 [9909

INB 333 666 [999 [333 666 [0909

50% 48 INAMB 333 [666 999 [333 666 [09909

INB 333 666 [999 [333 666 [0909

72 INAMB 333 [666 999 [333 666 [09909

INB 333 666 [999 [333 666 [0909

144 INMB 333 [666 999 [333 666 [9909

INB 333 [555 999 [833 [|555 [0909

24 INMB 333 [555 999 [333 [|555 [90909

INB 333 [555 999 [333 [|555 [0909

40% 48 INMB 333 [555 999 [333 [|555 [90909

INB 333 [555 999 [333 [|555 [0909

72 INMB 333 [555 999 [333 [|555 [90909

INB 333 [555 999 [333 [|555 [0909

144 INMB 333 [555 999 [333 [|555 [90909

INB 222 444 888 [222 444 [888

24 INAB 222 444 888 [222 444 [888

INB 222 444 888 [222 444 [888

30% 48 INAB 222 444 888 [222 444 [888

INB 222 444 888 [222 444 [888

72 INAB 222 444 888 [222 444 [888

INB 222 444 888 [222 444 [888

144 INAB 222 444 888 [222 444 [888

INB 111 883 777 [222 8833 ([r77

24 INAB 111 1112 111 f[111 111 [111

20% INB 111 883 (777 [222 8833 ([r77

48 INAB 111 1112 111 f[111 111 [111

INB 111 883 (777 [222 883 ([r77

72 INAB 111 1112 111 f111 211 [111

INB 111 883 (777 [222 8833 (77

144 INAB 111 121 111 f111 111 111
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TABELA 7: Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos residuos de uva
ISABEL’ e suas concentracfes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Positivas

Conc. Indculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

INB 221 [11 655 [222 111 [666

24 INAB 111 211 655 111 [111 (666

INB 221 [11 655 [222 111 [666

50% 48 INAB 111 2111 655 111 [111 (666

INB 221 [111 655 [222 111 [666

72 INAB 111 2111 655 (111 [111 (666

INB 221 [111 655 [222 111 [666

144 INAB 111 111 655 (111 f[111 (666

INB 111 [121 555 [221 j111 [666

24 INAB 111 211 555 (111 [111 1[666

INB 111 111 555 [221 [111 1666

40% 48 INMB 111 11 [555 111 111 666

INB 111 111 555 [221 [111 1666

72 INMB 111 1121 |555 111 [111 1[666

INB 111 111 555 [221 [111 1666

144 INMB 111 1121 555 111 [111 1666

INB 111 111 444 [211 [111 1666

24 INMB 111 1121 [222 111 [11 [|555

INB 111 111 444 [211 [111 1666

30% 48 INAB 111 111 [222 111 Q111 [555

INB 111 111 444 [211 [111 1666

72 INMB 111 1121 [222 111 [@11 555

INB 111 (1121 K444 211 11 [666

144 INAB 111 (111 [222 111 [11 |[555

INB 111 [221 111 (111 11 [222

24 INAB 111 2121 111 111 11 Q111

20% INB 111 f221 111 (111 11 [222

48 INAB 111 2112 111 111 11 Q111

INB 111 [221 111 (111 11 [222

72 INAB 111 2112 111 111 11 [111

INB 111 f221 111 (111 11 [222

144 INAB 111 2121 111 111 11 {111
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TABELA 8: Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia
(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos residuos de uva
ISABEL’ e suas concentracfes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Negativas

Conc. In6culo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 22 111 6 6 6

24 IINAB 1 11 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 22 111 6 6 6

50% 48 IINAB 111 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 22 111 6 6 6

72 IINAB 1 11 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 22 111 6 6 6

144 IINAB 1 11 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

24 IINAB 1 11 111 6 6 6 111 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

40% 48 IINAB 111 111 6 6 6 111 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

72 IINAB 1 11 111 6 6 6 111 111 6 6 6

IINIB 2 2 2 111 6 6 6 2 2 2 111 6 6 6

144 IINAB 1 11 111 6 6 6 111 111 6 6 6

IINB 2 11 111 6 6 6 2 2 2 111 4 4 4

24 IINAB 1 11 111 4 4 4 111 111 4 4 4

IINB 2 11 111 6 6 6 2 2 2 111 4 4 4

30% 48 IINAB 111 111 4 4 4 111 111 4 4 4

IINB 2 11 111 6 6 6 2 2 2 111 4 4 4

72 IINAB 1 11 111 4 4 4 111 111 4 4 4

IINB 2 11 111 6 6 6 2 2 2 111 4 4 4

144 IINAB 1 11 111 4 4 4 111 111 4 4 4

IINIB 111 111 2 2 2 111 111 2 2 2

24 IINAB 1 11 111 111 111 111 111

20% INB 111 111 P22 11 @11 P22

48 IINAB 1 11 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 2 2 2 111 111 2 2 2

72 IINAB 1 11 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 2 2 2 111 111 2 2 2

144 IINAB 1 11 111 111 111 111 111
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TABELA 9: Intensidade da Atividade de Inibicado Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia

(IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico dos residuos de uva
‘MOSCATO' e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura, contra Bactérias Gram
Positivas

Conc. Indculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 222 555 888 333 555 988

24 INAB 111 4 4 4 888 111 555 988

IINIB 222 555 888 333 555 988

50% 48 INAB 111 4 4 4 888 111 555 988

[INIB 222 555 8 8 8 333 555 98 8

72 INAB 111 4 4 4 888 111 555 988

IINIB 222 555 888 333 555 988

144 INAB 111 4 4 4 8 88 111 555 988

IINIB 222 4 4 4 777 222 5514 888

24 INAB 111 4 4 4 777 222 5514 777

IINIB 222 4 4 4 777 222 5514 8838

40% 48 INAB 111 4 4 4 777 222 5514 777

IINIB 222 4 4 4 777 222 5514 888

72 INAB 111 4 4 4 777 222 5514 777

IINIB 222 4 4 4 777 222 5514 8838

144 INAB 111 4 4 4 777 222 554 777

IINIB 111 333 555 111 4 4 4 6 6 6

24 INAB 111 333 4 4 4 111 4 4 4 6 6 6

IINIB 111 333 555 111 4 4 4 6 66

30% 48 INAB 111 333 4 4 4 111 4 4 4 6 66

IINIB 111 333 555 111 4 4 4 6 6 6

72 INAB 111 333 4 4 4 111 4 4 4 6 6 6

IINIB 111 333 555 111 4 4 4 6 66

144 INAB 111 333 4 4 4 111 4 4 4 6 66

IINIB 111 111 111 111 111 111

24 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

20% 48 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

72 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

144 INAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 10: Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB -
auséncia de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo
Bacteriana/bactericidia (IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico
dos residuos de uva ‘MOSCATOQ' e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura,
contra Bactérias Gram Negativas

Conc. Inéculo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 333 555 999 333 555 999

24 IINAB 111 555 8 88 111 555 888

IINIB 333 555 999 333 555 999

50% 48 IINAB 111 555 8 8 8 111 555 8 8 8

IINIB 333 555 999 333 555 999

72 IINAB 111 555 888 111 555 888

IINIB 333 555 999 333 555 999

144 IINAB 111 555 8 8 8 111 555 8 8 8

IINIB 222 555 8 8 8 222 555 8 8 8

24 IINAB 222 555 8 88 222 555 888

IINIB 222 555 8 88 222 555 8 88

40% 48 IINAB 222 555 8 8 8 222 555 8 8 8

IINIB 222 555 8 8 8 222 555 8 8 8

72 IINAB 222 555 8 88 222 555 8 88

IINIB 222 555 8 88 222 555 8 88

144 IINAB 222 555 8 8 8 222 555 8 8 8

IINIB 111 4 4 4 777 111 4 4 4 6 6 6

24 IINAB 111 4 44 777 111 4 44 6 66

IINIB 111 4 44 777 111 4 44 6 66

30% 48 IINAB 111 4 4 4 777 111 4 4 4 6 6 6

IINIB 111 4 4 4 777 111 4 4 4 6 6 6

72 IINAB 111 4 44 777 111 4 44 6 66

IINIB 111 4 44 777 111 4 44 6 66

144 IINAB 111 4 4 4 777 111 4 4 4 6 6 6

IINIB 111 111 6 6 6 111 111 6 6 6

24 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 6 6 6 111 111 6 6 6

20% 48 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 6 6 6 111 111 6 6 6

72 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 6 6 6 111 111 6 6 6

144 IINAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 11 : Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/
bactericidia (IINAB — presencga de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos
residuos de uva ‘MOSCATO’ e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura, contra
Bactérias Gram Positivas

Conc. Indculo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Gram +

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engaco
Tempo
(horas)

IINIB 221 111 4 33 222 111 544

24 IINAB 211 111 4 33 111 111 4 33

IINIB 221 111 4 3 3 222 111 544

50% 48 IINAB 111 111 4 3 3 111 111 4 33

IINIB 221 111 4 33 222 111 544

72 IINAB 111 111 4 33 111 111 4 33

IINIB 221 111 4 3 3 222 111 544

144 IINAB 111 111 4 3 3 111 111 4 33

IINIB 111 111 323 111 111 333

24 IINAB 111 111 211 111 111 333

IINIB 111 111 323 111 111 333

40% 48 IINAB 111 111 211 111 111 333

IINIB 111 111 323 111 111 333

72 IINAB 111 111 211 111 111 333

IINIB 111 111 323 111 111 333

144 IINAB 111 111 323 111 111 333

IINIB 111 111 211 111 111 222

24 IINAB 111 111 111 111 111 222

IINIB 111 111 211 111 111 222

30% 48 IINAB 111 111 111 111 111 222

IINIB 111 111 211 111 111 222

72 IINAB 111 111 111 111 111 222

IINIB 111 111 211 111 111 222

144 IINAB 111 111 111 111 111 222

IINIB 111 111 111 111 111 111

24 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

20% 48 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

72 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

144 IINAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 12 : Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/
bactericidia (IINAB — presenga de desinibidores bacterianos) de Extrato Hidroetandlico dos
residuos de uva ‘MOSCATO’ e suas concentracdes, em diferentes tempos de leitura, contra
Bactérias Gram Negativas

Conc. Indculo Salmonella Enteritidis Escherichia coli

Gram -

Residuos Folha Casca Engaco Folha Casca Engago
Tempo
(horas)

IINIB 222 111 5414 112 111 5514

24 IINAB 111 111 5414 111 111 5514

IINIB 222 111 5414 112 111 5514

50% 48 INAB 111 111 544 111 111 5514

IINIB 222 111 5414 112 111 5514

72 IINAB 111 111 5414 111 111 5514

IINIB 222 111 5414 112 111 5514

144 INAB 111 111 54 4 111 111 554

IINIB 111 111 333 111 111 333

24 IINAB 111 111 333 111 111 333

IINIB 111 111 333 111 111 333

20% 48 INAB 111 111 333 111 111 333

IINIB 111 111 333 111 111 333

72 IINAB 111 111 333 111 111 333

IINIB 111 111 333 111 111 333

144 INAB 111 111 333 111 111 333

IINIB 111 111 333 111 111 333

24 IINAB 111 111 333 111 111 222

IINIB 111 111 333 111 111 333

30% 48 INAB 111 111 333 111 111 222

IINIB 111 111 333 111 111 333

72 IINAB 111 111 333 111 111 222

IINIB 111 111 333 111 111 333

144 INAB 111 111 333 111 111 222

IINIB 111 111 111 111 111 111

24 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

20% 48 INAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

72 IINAB 111 111 111 111 111 111

IINIB 111 111 111 111 111 111

144 INAB 111 111 111 111 111 111
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TABELA 13: CONTROLE - Intensidade da Atividade de InibicAdo Bacteriana/bacteriostasia
(IINIB - auséncia de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacéo
Bacteriana/bactericidia (IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico
dos residuos de uva ‘NIAGARA ROSADA' e suas concentracdes, contra a Bactéria
Staphylococcus aureus, em diferentes tempos de leitura

In6culo S.aureus
Gram +
Residuos Casca Engaco
Tempo
(horas)
Conc. IINB 6 6 6 999
24 INAB 666 [999
INB 666 [999
50% 48 INAB 666 [999
INB 666 [999
72 INAB 666 [999
INB 666 [999
144 INAB 666 [999
INB 444 [888
24 INAB 444 [888
INB 444 [888
40% 48 INAB 444 [888
INB 444 [888
72 INAB 444 [888
INB 444 1[888
144 INAB 444 [888
INB 333 [777
24 INAB 111 [666
INB 333 [777
30% 48 INAB 111 [666
INB 333 [777
72 INAB 111 [666
INB 333 [777
144 INMB 111 [666
INB 111 [833
24 INAB 111 111
20% INB 111 [3833
48 INAB 111 [111
INB 111 [833
72 INAB 111 111
INB 111 [3833
144 INAB 111 [111
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TABELA 14 : Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia
de desinibidores bacterianos) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana/
bactericidia (IINAB — presenca de desinibidores bacterianos) de Calda Bordalesa em duas
concentracdes, em diferentes tempos de leitura

Conc. In6culo Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
Gram +
Tempo Atividade Repeticdes Repeticdes

(horas)

IINIB 111 111

100% 24 IINAB 111 111

IINIB 111 111

48 IINAB 111 111

IINIB 111 111

72 IINAB 111 111

IINIB 111 111

144 IINAB 111 111

IINIB 111 111

50% 24 IINAB 111 111

IINIB 111 111

48 IINAB 111 111

IINIB 111 111

72 IINAB 111 111

IINIB 111 111

144 IINAB 111 111

Conc. In6culo Salmonella Enteritidis Escherichia coli
Gram -
Tempo Atividade Repeticdes Repeticdes

(horas)

IINIB 333 222

24 IINAB 111 111

IINIB 332 222

100% 48 IINAB 111 111

IINIB 322 122

72 IINAB 111 111

IINIB 321 112

144 IINAB 111 111

IINIB 111 111

50% 24 IINAB 111 111

IINIB 111 111

48 IINAB 111 111

IINIB 111 111

72 IINAB 111 111

IINIB 111 111

144 IINAB 111 111
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TABELA 15 : POLIFENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS DE RESIDUOS
(mg Equivalentes de Acido Galico .100 g -1 de amostra )

EXTRATO ETANOLICO

CULTIVARES Casca (mgGAE/100g) Folha (mgGAE/100g) Engaco (mgG AE/100g)

BORDO 351 + 1 137 + 1 477 + 1,77
ISABEL 120,60 + 1,13 76,30 + 1,49 325,50 + 1,40
MOSCATO 80,40 + 1,91 25,10 + 0,70 246,60 + 1,52

EXTRATO HIDROETANOLICO

CULTIVARES Casca (mgGAE/100g) Folha (mgGAE/100g) Engaco (mgG AE/100g)
BORDO 29,60 + 2,18 42,20 + 2,10 159,80 + 0,53
ISABEL 18,3 + 0,90 39,9 + 1,05 97 + 1,41

MOSCATO 13,8 + 1,04 23,3 + 1,30 59,8 +1,65
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Tabela: 16 Teste de Suspensdo Simples: Intensidade da Atividade de Inativacéo
Bacteriana/bactericidia (IINAB - presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico
de engaco de uva 'Bordd’ em 3 concentracdes, em diferentes tempos de exposi¢ao

Tempo In6culo Staphylococcus aureus
(minutos) INAB |Gram +
Concentracao 50% 40% 30%
3 Repeticdes
5 IINAB 111 111 111
15 [INAB 877 665 111
30 IINAB 999 888 455
60 IINAB 999 888 666
Tempo Inéculo Enterococcus faecalis
(minutos) IINAB |Gram +
Concentracao 50% 40% 30%
3 Repeticdes
5 IINAB 111 111 111
15 IINAB 888 778 2373
30 IINAB 999 999 788
60 IINAB 999 999 888
Tempo In6culo Salmonella Enteritidis
(minutos) INAB |Gram -
Concentracao 50% 40% 30%
3 Repeticdes
S IINAB 111 111 111
15 IINAB 888 788 566
30 IINAB 999 999 888
60 IINAB 999 999 888
Tempo Inéculo Escherichia coli
(minutos) INAB |Gram -
Concentracao 50% 40% 30%
3 Repeticdes
5 IINAB 111 111 111
15 IINAB 899 887 666
30 IINAB 999 999 888

60 IINAB 999 999 888
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Tabela: 17 Teste de Suspensdo com Suporte: Intensidade da Atividade de Inativacao
Bacteriana/ bactericidia (IINAB - presenca de desinibidores bacterianos) de Extrato Etanélico
de engaco de uva ‘Bordd’ a 50% com a presenca de suporte e em diferentes tempos de
exposicdo, 3 repeticdes

Tempo  In6culo Staphylococcus Staphylococcus
(minutos) Gram + aureus aureus
Suporte Pano Madeira
5 IINAB 111 111
15 IINAB 6 66 111
30 IINAB 999 111
60 IINAB 999 555
Tempo  Inéculo Enterococcus Enterococcus
(minutos) Gram + faecalis faecalis
Suporte Pano Madeira
5 IINAB 111 111
15 IINAB 777 111
30 IINAB 999 111
60 IINAB 999 6 6 6
Tempo  Inéculo Salmonella Salmonella
(minutos) Gram - Enteritidis Enteritidis
Suporte Pano Madeira
5 IINAB 111 111
15 IINAB 111 111
30 IINAB 999 111
60 IINAB 999 6 66
Tempo  Indculo Escherichia coli Escherichia coli
(minutos) Gram -
Suporte Pano Madeira
5 IINAB 111 111
15 IINAB 111 111
30 IINAB 111 111
60 IINAB 999 6 66
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Tabela: 18 Teste de Suspensdo com matéria organica: Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia de desinibidores bacterianos) e
Intensidade da Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB - presenca de
desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico de engaco de uva ‘Bordd’ a 50% com
presenca de matéria organica, leite integral a 20%

Mat. Inéculo Staphylococcus aureus

Orgénica Gram +

TEMPO
Concentracdo Extrato Alcéolico de Engacoa  50%
30 MIN  Leite [INIB 5 6 6
Integral 24 IINAB 5 5 6
Inéculo Salmonella
Gram - Enteritidis
Concentracdo Extrato Alcéolico de Engaco a 50%
Leite IINIB 9 8 8
Integral 24 IINAB 8 8 7
Mat. Inéculo Staphylococcus aureus
Organica Gram +
TEMPO
Concentracdo Extrato Alcéolico de Engacoa  50%
60 MIN  Leite [INIB 7 7 7
Integral 24 IINAB 7 6 7
Inéculo Salmonella
Gram - Enteritidis
Concentragdo Extrato Alcdolico de Engacgo a 50%
Leite IINIB 9 8 8
Integral 24 IINAB 8 8 8
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Tabela: 19 Teste de Suspensdo com matéria organica: Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB - auséncia de desinibidores bacterianos) e
Intensidade da Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB - presenca de
desinibidores bacterianos) de Extrato Etandlico de engaco de uva ‘Bordd’ a 50% com
presenca de matéria organica, albumina sérica bovina a 20%

Mat. Inéculo Staphylococcus aureus
Orgénica Gram +

TEMPO
Concentracao Extrato Alcoolico de Engago a 50%
30 MIN  Albumina IINIB 5 5 4
Ser. Bov. 24 IINAB 2 1 1
Inéculo Salmonella
Gram - Enteritidis
Concentracdo Extrato Alcéolico de Engaco a 50%
Albumina [INIB 7 7 6
Ser. Bov. 24 IINAB 4 4 3
Mat. Inéculo Staphylococcus aureus
Organica Gram +
TEMPO
Concentracao Extrato Alcoolico de Engago a 50%
60 MIN  Albumina [INIB 6 6 6
Ser. Bov. 24 IINAB 6 6 5
Inéculo Salmonella
Gram - Enteritidis
Concentracdo Extrato Alcéolico de Engaco a 50%
Albumina IINIB 8 8 7
Ser. Bov. 24 IINAB 7 7 7
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COMPOSTOS FENOLICOS

(mg Equivalentes de Acido Galico .100 g -1 de amostra )
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PROTOCOLO

Data alc./hidroalc.: .. 14/02/2011 Acesso ..Vinicola Mena Kaho..

Responsavel.. Raquel..Tipo de extracdo .. Alcoolatura............

Proporcao: 480g: 1.200 mL Extrato: Etandlico a 50%

163

X = (ZCi)/(Zni.zi)

C = n° col6nias contadas
n = n° placas

z = diluicdes utilizadas

+ = crescimento/ - = sem

EXTRACAO
Tubo 7| Tubo 8| In6culo | | G.alcodlica aparente (°GL): ......... 730........
144 17 144x10| | Temperatura (°C): .......cccuee.. 26° C....comm
Contagem
U.F.C./mL G.alcodlica real (°GL): ............ 69,5°.... o
Volume (mL): ... 1.150 ooeiiiieennn,
Volume de alcool (mL): ...... T58..cccciiiiieieaens

Volume de extrato (mL): .....392.............cunm.
Calculo: V aicool retirar= (332*V*G)/35000

(V= Volume de tintura e G = graduacéao alcodl

ca)

Desinibidor 1(-1

24 h -

48 h -

Com |72 h -

144h | -

24 h -

Sem (48 h -

72 h -

144h| -

Nota 9
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Data alc./hidroalc.: .. 16/02/2011 Acesso ..Vinicola Mena Kaho..
Responsavel.. Raquel..Tipo de extracao .. Alcoolatura............

Proporgéao: 400g: 1000mL............ Extrato: Etandlico a 50%

EXTRACAO
Tubo 7| Tubo 8| Indculo | | G.alcodlica aparente (°GL): ......... 68°

108 10 108x10| | Temperatura (°C): ..........co....... 27°C...ooe..
Contagem
U.F.C./mL G.alcodlica real (°GL): ............ 64°.......coume.
Volume (mL): ... 970...cciiiees
Volume de alcool (mL): ...... 567,5.cccciieieennn.
Volume de extrato (mL): .....402,5.................
Calculo: V aicool retirar= (332*V*G)/35000

(V= Volume de tintura e G = graduacéao alcodlica)

X = (ZCi)/(Zni.zi)

C = n° col6nias contadas
n = n° placas

z = dilui¢des utilizadas

+ = crescimento/ - = sem

Desinibidor 1(-1) 2(2) 3(-3) 4(4)| 5(5) 6(-6) 7(7)| 8(8)
24 h - - - -

48 h - - - - - - - -
Com |72 h - - - - - - - -
144 h - - - - - - - -

24 h - - - - - - - -
Sem (48 h - - - - - - - -

72 h - - - - - - - -
144 h - - - - - - - -
Nota 9
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Data alc./hidroalc.: .. 11/03/2011.Acesso ..Vinicola Mena Kaho..
Responséavel.. Raquel..Tipo de extracdo .. Alcoolatura............
Proporcao: 300g: 750 mL Extrato: Etandlico a 50%

EXTRACAO
Tubo 7| Tubo 8| In6culo | | G.alcodlica aparente (°GL): .......... 730
117 14 117x10| | Temperatura (°C): .............. 25° C....o. e
Contagem
U.F.C./mL G.alcodlica real (°GL): ........ 69,8°........ome
Volume (mL): ..o 500......c.cceeeee
X = (5Ci)/(=ni.zi) Volume de alcool (mL): ........ 331,
Volume de extrato (mL): ...... 169...cciiiiiienn.

C = n° colbnias contadas
Calculo: V aicool retirar= (332*V*G)/35000

(V= Volume de tintura e G = graduacéao alcodlica)

n = n° placas
z = diluicdes utilizadas

+ = crescimento/ - = sem

Desinibidor 1(-1) 2(2) 3(-3) 4(4)| 5(5) 6(-6) 7(7) 8(8)
24 h + + + + + + - -
48 h + + + + + + - -
Com |72 h + + + + + + - -
144 h + + + + + + - -
Nota 3
24 h + + + + + - - -
Sem |48 h + + + + + - - -
72 h + + + + + - - -
144 h + + + + + - - -
Nota 4




Planta/Parte utilizada: .Casca da uva ‘Niagara Rosada’. — Controle..

Bactéria:...Staphylococcus aureus

..... Data: 03/04/2012

Data alc./hidroalc.: .. 21/02/2011 Acesso .Embrapa Uva e vinho..

Responséavel.. Raquel..Tipo de extracdo .. Alcoolatura............

Proporcao: 252g: 630 mL Extrato: Etandlico a 50%
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C = n° colbnias contadas
n = n° placas
z = diluicdes utilizadas

+ = crescimento/ - = sem

EXTRACAO
Tubo 7| Tubo 8| In6culo | | G.alcodlica aparente (°GL):......73°..............
111 12 111x10| | Temperatura (°C): .................. 23° C....comm
Contagem
U.F.C./mL G.alcodlica real (°GL): ............ 70,5°.... o
Volume (mL): ... 625 ..o
X = (5Ci)/(=ni.zi) Volume de alcool (mL): ........ 418......cccee
Volume de extrato (mL): ........ 207

Calculo: V aicool retirar= (332*V*G)/35000

(V= Volume de tintura e G = graduacéao alcodl

ca)

24 h - -

Desinibidor | 1 (-1) 2(-2) 3(3) 4(4] 5(5)] 6(6)] 7(-7) 8(-8)

48 h - -

Com |72 h - _

144h | - -

24 h - -

Sem (48 h - -

72 h - -

144h | - -

Nota 9
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ANEXOS
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Quadro 1 - Amplitude da composi¢cao (minimo e maximo) do toake uva fresca, sa
e madura.

COMPONENTE % MINIMO % MAXIMO
Agua 70 85
Carboidratos 15 25
Dextrose (glicose) 8 13
Levulose (frutose) 7 12
Pentoses 0,08 0,20
Pectinas 0,01 0,10
Inositol 0,02 0,08
Acidos orgéanicos 0,3 1,5
Acido tartarico 0,2 1,0
Acido mélico 0,1 0,8
Acido citrico 0,3 0,05
Tanino 0,01 0,10
Compostos nitrogenados 0,03 0,17
Proteina 0,001 0,01
Amina 0,017 0,11
Humina 0,001 0,002
Amida 0,001 0,004
Amoniaco 0,001 0,012
Residuos 0,01 0,02
Compostos minerais 0,3 0,5
Al Tragos 0,003
B Tracgos 0,007
Ca 0,004 0,025
Cloretos 0,001 0,010
Cu Tracos 0,0003
Fé Tracos 0,003
Mg 0,010 0,025
Mn tracos 0,0051
Na tracos 0,020
K 0,15 0,25
P (fosfatos) 0,02 0,05
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Ru Tracgos 0,001
Si (acido silico) 0,002 0,005
S (sulfatos) 0,003 0,035

Fonte: Adaptado de Winkler et al (1974); Hidalgb(2); Giovannini, E. &

Manfroi, V. (2009).
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Quadro 2 Forca Real dos Liquidos Espirituosos
(Graduacéo Alcodlica X Temperaju

TAEUA DAFORCA RFAL DOS LIQUIDOS ESPIRITUCQS0S
Temp. | S6c 5T 58c &b [ 6lc lc 63 Gde [E ¢ 6T 68 [ T
°C
FI S 50.6 516 | 326 | 5348 .7 55,7 56,7 578 58.8 30 0.9 619 | 630 | &0 63,0
FCE 510 320 | 3.0 | 540 550 | 560 [ 571 58.1 50,1 50,2 1.3 623 63.3 523 53,4
FLE 513 313 333 ] 334 6.4 315 505 305 [ 51L& [N 63,7 &7 3
T 51,7 5.7 53.7 348 53.8 56.8 578 8.8 80 [ 51,8 63,0 | 640 [ &5.0 56,0
16 2.0 -V 6.1 LA 38,1 8.1 [ 613 613 63.3 643 (k] 90,3
15" 524 534 | M4 | 355 56,5 57.5 58.5 B3 a0.6 | 616 52,6 | 637 [ 647 65,7 56,7
24" 2.8 53,8 =8 35,8 6,8 378 B ELRY ALl | el aa0 | 640 | &30 | &80 ar,1
FER 53.1 4.1 35.1 58.1 571 581 592 60,2 61.3 2.3 633 64,3 54 | 664 §7.4
1" 333 .5 35,3 8.5 5T.5 0.5 3.5 [T [N 627 64,7 63,7 &6, 7 G0
1" 539 340 55,8 35,9 57,8 58,0 EEE] 610 | 620 | &30 50 | 660 | &7.0 48,1
Pl LN EE] . ] 8.3 0.3 [{] 613 [ [ ENNIENEE is. 3
19" 548 35,6 | 366 | 578 58,6 | 506 [ 605 616 | 617 83,7 65,7 | 667 1.7 58,7
15" EEX] 3.0 .5 ] 8.0 ELEy (3] a0 | &30 | %50 680 | &0 | &R0 59,0
i s 553 563 513 583 0.3 603 613 [ 7] 63.3 [k} [ ] 673 GB35 §9.3
16° 558 366 | 576 | SB6 006 | 606 [ 617 6.7 63,7 547 66,7 7.7 [ ] §9.7
15" 56.0 570 | 380 | 500 600 | 610 [ 630 630 | 640 [ &50 67.0 | &80 [ &80 70,0
14" 563 38.3 9.3 60,3 613 623 63.3 543 5.3 673 68.3 .3 70,3
13" 58.7 57,7 5B.7 59.7 607 617 62.7 63.7 64.7 85,7 67,7 | 687 5.6 70,5
17" 51 580 | 3.0 | 800 610 | &0 [ 630 54.0 5.0 | &5.0 68,0 | &0 [ 700 7.0
11° 514 584 | a4 | 604 614 | 614 | 634 544 54 | 664 68.3 [ T3 .3
1 51.8 58.8 .7 50,7 617 [ 63,7 647 5 55,7 G686 | 606 | TO46 7.6
Tl Tic T Tdc T Thic T Tac o B 8 8ic Bdc 8¢
EI 5.1 571 [ 5.2 703 71.3 723 73.3 744 | 754 775 | 7RG | TR B0.5
19" 5.4 674 | 685 2.5 706 | T16 [ T2 73.7 T4.7 5.7 778 | TRE 729 ]
5 5.8 678 8.8 2.9 0.0 718 73.0 740 | 750 [ 750 78.1 78,2 202 B1.2
T 67.1 581 5.3 0.2 713 733 733 743 753 753 784 | TBS 205 BLS
26" 674 684 | M5 T0.5 715 715 738 746 | T3 [ ThT 787 | TRE 20.8 BLB
15" 678 G688 2.8 T0.8 71.8 718 739 748 760 | 770 700 | 801 g1 B11
ur 8.1 52,1 70.1 712 713 73.3 742 75.5 766 | 716 705 | 807 E1.7 B27
FER 68.4 G4 | 705 71.5 715 73.5 745 75.2 76.3 713 783 804 | 814 B1.4
- 68.8 [N 70.8 718 T18 73.8 748 73.8 76,9 718 709 | 810 [ 20 £3.0
21° 52.1 0.1 711 721 73.1 741 752 762 773 78.2 80,2 | 813 23 B33
0" 52,4 704 | T4 | 724 734 | 744 | 755 76,5 7.5 78,5 80,5 | 816 | 25 B35
1% 62,7 0.7 LT 2.7 73.7 747 758 76.8 778 78.8 E08 | ElO 09 EE]
1% T0.0 710 | 720 | 730 740 | 751 76,1 771 78.1 7.1 i 21.1 211 23.1 B4.1
i T0.3 713 72.3 733 743 id | 754 774 | 784 | ™4 B04 | 814 [ ®14 | 234 B4.2
16° T0.7 71.7 T2.7 73.7 747 T 74,7 777 T8.7 7.7 BO.7 81,7 | 87 B3.7 B4.7
15¢ TLO T30 1 750 =0 L] ik T80 | TO0 [ E0.0 BLO | B30 [ &50 | %20 B30
14° 713 733 73.3 723 75.3 773 78.3 783 203 B3 [ 833 43 B33
13" TLE T | T5E =3 T30 114 T80 | TR [ B0 BL6 | 81 3.0 | A0 B55
17" 72.0 710 73.0 749 73.9 718 T80 TEE 200 Bl 10 | 230 iR B3B8
11° 133 3.1 e 5.4 76,2 8.2 Te.2 20,1 B1.1 ) 531 4.1 5.1 Ea,1
1 T2.6 73.5 743 75.5 76,3 TB.5 78,3 80,3 Bl.3 B24 | 834 [ 44 | 254 BS54
S6c | 8Tc | 88c | 89c | S0 93c | %3¢ | S4¢ | 85 | 96 | 9Tc | 98¢ | 99¢ | 100c
= 317 817 §3.3 40 B&.0 £8.2 K 204 | 913 027 038 5 96.1 0.7
[ 5" 2.0 a0 [ 31 .0 B2 ) B0 [ o048 | L7 ] [EN 052 | 963 [
FLE 23 244 | 854 B4, B8.7 Bo2 | 909 [ 910 B32 023 B54 | 963 0.7
™ B35 .7 5, Ba,7 o0 | 80T oLl 013 [ [N T8 | 987 [
26 829 4.0 B4.0 E7.1 [ 0,3 A4 | 923 B34 Bs7 B58 | 969 BE.1
r Ll 152 el 86,3 B3 B0 908 | OLE [ 917 [ER] =3 a0 | @00 [
u* 835 855 B5.5 B7.6 g0.7 908 | 919 [ 930 [EN [ 52 | 973 [
3 a3, £5.3 85.8 B7.9 oo0 | 911 92,1 93,2 (X [ B55 | 973 0R.5
1z 240 E6.1 g1 BE.2 902 914 | 934 [ B5.8 067 | 977 0EB
1* 343 864 | 274 B4 00,5 916 | 937 047 [ gaa | 970 [EN]
0* 345 866 | 877 BS.7 50,8 218 | 239 850 05.0 071 981 [EN
19 [EX] B6.0 [ BE.9 911 93,1 24,1 B52 B5.2 ENTE [EE]
18° 352 273 =] B0l 913 933 243 [ [ 074 | 985 [
1™ 254 874 | 884 Bo.5 013 236 | 45 055 D46 07 | 987 [EN
16* 35,7 B7.7 [~ B8.7 91.8 938 | 943 058 08,7 078 | 983 [N
15 85.0 8.0 | 20 [ 900 o030 240 | 950 B4.0 g7.0 B0 | 990 10K}
14 853 [1: %] 2037 20,2 [ 941 | 953 [ 732 g2 | 903
13* 35.5 £8.5 0.5 20,5 915 244 054 [ 074 B2 | 903
12 85.8 BR.7 o 20,7 [Pk 47 | 954 [ 078 Bg5 | 903
11* 27.1 200 | W0 [ 910 a1, 01g a3, 240 | 95% 058 078 087 | 997
10* 374 283 EC03 [ 912 91 | 9833 847 2351 850 07.0 Be.0 29 | 900

Fonte: BRASIL, 2012 - Formulario Nacional da F_é-rmécopéﬁasﬂeira, 2. ed. Rev.02.
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Quadro 4 - Uvas processadas pelas empresas do Rio Grarfsid dmilhdes de kg)

Fonte: IBRAVIN/ MAPA/ SEAPPA-RS Cadastro vinicola

Tipo | Safra | Safra | Safra | Safra | Safra | Safra | Safra | Safra
Classif 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011

Americanas | Brancag 55,27 | 50,10| 47,16 | 56, 62| 68,79 | 60,60 | 58,50| 78,8
e hibridas | Rosadas 13,21 | 13,19| 9, 25| 11, 27| 15,12 10, 51| 13,08| 15,3
Tintas | 447,92 359,35/ 310,63| 430,50 466,37| 390,91| 409,23 532,8

ComumTotal 516,40| 422,64| 367,04 498,38| 550,29 462,02| 480,82 626,9

Brancas 27,11 | 28,76 | 22,05| 28,06 | 34,40 | 32,37 | 22,04 | 37,7
Viniferas |Rosadas 0,26 | 0,37 | 0,30 | 0,23 | 0,26 | 0,21 | 0,08 0,2
Tintas | 35,22 | 41,48 | 34,24 | 43,86 | 49,09 | 39,53 | 23,95| 44,7

62,59 | 70,61 | 56,60| 72,15| 83,75| 72,10| 46,07 | 82,7
Vinif. Total

Total Global 578,99| 493,25| 423,64| 570,54 634,04| 534,13| 526,89| 709,62

OBS:

Safra 2012: 1.455.056 toneladas no Brasil
Fonte: IBGE 2012
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ANEXOS

ANALISES ESTATISTICAS
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PARTE |

Dados de valores d&NAB e lINIB levando em consideracdo os Fatores Cultivar,
Tipos de Método de Extracao, Tipos de ResiduogéBae Concentracao

1) Analise Estatistica IINAB: Foi realizada Analise de Variancia Fatofl@NOVA)
para as Variaveis Respostas valoredINAB e valores ddINIB, através do Proc
GLM do Programa SAS. Os dados apresentaram heterioigele de variancias
(variabilidade nos dados).

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels |[ Values
CULTIVAR 3| BIM
TIPO 2 || ALCOOLATURA HIDROALCOOLATURA
RESIDUO 3 || CASCA ENGACO FOLHA
BACTERIA 4 || E.coli Ent. faecalis Salmonella Sta. aureus
CONCENTRA_PERC 4 || 20 304050

Number of Observations Read 864

Number of Observations Used 864

The GLM Procedure
Dependent Variable: VALORES |INAB VALORES |INAB

Source DF || Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 4989.093750 453.553977 221.84 || <.0001
Error 852 1741.932870 2.044522

Corrected Total 863 6731.026620

R-Square | Coeff Var Root MSE || VALORES_IINAB Mean

0.741208 41.24894 1.429868 3.466435
Source DF Type I SS || Mean Square F Value Pr>F
CULTIVAR 2 365.363426 182.681713 89.35 |[ <.0001
TIPO 1 (| 1192.390046 1192.390046 583.21 || <.0001
RESIDUO 2 || 1711.953704 855.976852 418.67 || <.0001
BACTERIA 3 151.021991 50.340664 24.62 | <.0001
CONCENTRA_PERC 3 || 1568.364583 522.788194 255.70 || <.0001
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Através da Analise de Variancia acima, podemos laongue o efeito de Cultivar,
Tipos de Método de Extracdo, Tipos de Residuo, éBacte Concentracdo é
significativo, p< 0,0001 para todos os fatores,retacdo a varidvel resposta valores
delINAB.

2) Teste de Comparacdes Mdltiplas Tekey para comparar médias de Cultivar,
Tipos de Residuos, Bactéria e Concentragcdo — \&r&espostdNAB .

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

CULTIVAR | NOTAS_IINAB LSMEAN LSMEAN Number

B 4.37500000 1
| 3.13541667 2
M 2.88888889 &

Least Squares Means for effect CULTIVAR
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: VALORES_IINAB

il 1 2 3
1 <.0001 <.0001
2 <.0001 0.0970
3 <.0001 0.0970

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tdkey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio dNAB do Cultivar B difere significativamente do
valor médio ddINAB dos Cultivares | e M, p< 0,0001 e p< 0,0001, respamente.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

RESIDUO |[ NOTAS_IINAB LSMEAN LSMEAN Number
CASCA 3.12152778 1
ENGACO 5.33680556 2
FOLHA 1.94097222 3

Least Squares Means for effect RESIDUO
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: Valores_|IINAB

I 1 2 3
1 <.0001 <.0001
2 <.0001 <.0001

<.0001

<.0001
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Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tddéey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio dkNAB do Residuo Casca difere significativamente

dos valores médios deNAB dos demais Tipos de Residuo, p<0,0001.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

BACTERIA NOTAS_IINAB LSMEAN LSMEAN Number
E.coli 3.76388889 1
Ent. faecalis 3.60648148 2
Salmonella 3.74537037 3
Sta. aureus 2.75000000 4

Least Squares Means for effect BACTERIA

Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: VALORES_IINAB

ifj 1 2 3 4

1 0.6623 0.9991 <.0001

2 0.6623 0.7439 || <.0001

B 0.9991 || 0.7439 <.0001

4 <.0001 <.0001 <.0001

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tddéey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio déINAB da Bactéria Sta. aureus difere
significativamente do valor médio dNAB da Bactériak. coli, Ent. Faecalise

Salmonellap< 0,0001, p< 0,0001 e p<0,0001, respectivamente.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

CONCENTRA_PERC [[ NOTAS_IINAB LSMEAN LSMEAN Number
20 1.35185185
30 3.31018519
40 4.29629630
50 4.90740741

Least Squares Means for effect CONCENTRA_PERC
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: VALORES_|IINAB

i 1 2 3 4
1 <.0001 <.0001 <.0001
2 <.0001 <.0001 <.0001
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Least Squares Means for effect CONCENTRA_PERC
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: VALORES_|INAB

il 1 2 3 4
3 <.0001 <.0001 <.0001
4 <.0001 <.0001 <.0001

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tdkey, podemos concluir, por

exemplo, que o valor médio ddINAB da Concentracdo 20% difere
significativamente dos valores médiosIti¢AB das demais Concentragdes com p<
0,0001.

2) Andlise Estatistica - IINIB

The GLM Procedure

Number of Observations Read 864

Number of Observations Used 864

The GLM Procedure
Dependent Variable: VALORES _IINIB VALORES_IINIB

Source DF || Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 11 5409.866898 491.806082 402.16 |[ <.0001
Error 852 1041.909722 1.222899
Corrected Total 863 6451.776620

R-Square || Coeff Var Root MSE || NOTAS_IINIB Mean

0.838508 28.29293 1.105848 3.908565
Source DF Type Il SS |[ Mean Square F Value Pr>F
CULTIVAR 2 564.898148 282.449074 230.97 || <.0001
TIPO 1 || 1771.028935 1771.028935 || 1448.22 || <.0001
RESIDUO 2 |[ 2197.571759 1098.785880 898.51 || <.0001
BACTERIA 3 74.781250 24.927083 20.38 || <.0001
CONCENTRA_PERC 3 801.586806 267.195602 218.49 || <.0001

Através da Analise de Variancia acima, podemos loongue o efeito de Cultivar,
Tipos de Método de Extracdo, Tipos de Residuo, éBacte Concentracdo é
significativo, p< 0,0001, para todos os fatores,relacdo a variavel resposta valores
delINIB.
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2 ) Teste de Comparacdes MultiplasTekey para comparar médias de Cultivar,
Tipos deResiduos, Bactéria e Concentracao — Variavel Resphi4B.

VARIETAL NOTAS_INIB LSMEAN LSMEAN Number

B 4.98958333 1
| 3.69097222 2
M 3.04513889 3

Least Squares Means for effect VARIETAL
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: NOTAS_INIB

il 1 2 3
1 <.0001 <.0001
2 <.0001 <.0001
3 <.0001 <.0001

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tdkey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio de IINIB do Cultivar Bede significativamente do valor
médio deINIB dos Cultivares | e M, p< 0,0001 e p< 0,0001, respamente.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

RESIDUO [ NOTAS_INIB LSMEAN | LSMEAN Number

CASCA 3.44444444 1
ENGACO 6.05208333 2
FOLHA 2.22916667 3

Least Squares Means for effect RESIDUO
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: NOTAS_IINIB

i 1 2 3
1 <.0001 <.0001
2 <.0001 <.0001
3 <.0001 <.0001




180

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tdkey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio de IINIB do Residuo @atitere significativamente dos
valores médios de@NIB dos demais Tipos de Residuo, p<0,0001.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

BACTERIA NOTAS_INIB LSMEAN [ LSMEAN Number

E.coli 4.13425926 1

Ent. faecalis 3.99074074 2

Salmonella 4.10185185 || 3

Sta. aureus 3.40740741 || 4

Least Squares Means for effect BACTERIA
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: NOTAS_IINIB

i/j 1 2 3 4
1 0.5321 |[ 0.9902 | <.0001
2 0.5321 0.7235 |[ <.0001
S 0.9902 [ 0.7235 <.0001
4 <.0001 [ <.0001 || <.0001

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tddéey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio de IINIB da Bactériata. aureus difere
significativamente do valor médio diNIB da Bactériak. coli, Ent. Faecalise
Salmonellap< 0,0001, p< 0,0001 e p<0,0001, respectivamente.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

CONCENTRA_PERC [ NOTAS_INIB LSMEAN LSMEAN Number

20 2.51388889 1
30 3.58333333 2
40 4.46759259 3
50 5.06944444 4

Least Squares Means for effect CONCENTRA_PERC
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: NOTAS_IINIB

il 1 2 3 4
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Least Squares Means for effect CONCENTRA_PERC
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: NOTAS_IINIB

ilj 1 2 3 4

1 <.0001 <.0001 <.0001

2 <.0001 <.0001 <.0001

3 <.0001 <.0001 <.0001

4 <.0001 <.0001 <.0001

Através do Teste de Comparacdes Multiplas Tdkey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio de IINIB da ConcentraZ@® difere significativamente
dos valores médios dNIB das demais Concentragdes com p< 0,0001.

OBS: Os programas estatisticos utilizados nas analgatsticas foram o
“Statistical Analysis System” (SAS),versao 9.2 tatistical Package For The
Social Sciences” (SPSS / PASWSTAT), versao 18.

PARTE Il

3) Analise Estatistica Foi realizada Andlise de Variandidnova) de Medidas
Repetidas para a Variavel Resposta valordd\keB através do Proc Mixed do
Programa SAS.

Dependent Variable: NOTAS_IINAB NOTAS_IINAB — DADOS Il 16032013, PLAN4&5

The Mixed Procedure

Model Information

Data Set _PROJ_.IMPORTED40
Dependent Variable NOTAS_IINAB
Covariance Structure Compound Symmetry

Subject Effect indiv




Estimation Method REML

Residual Variance Method Profile

Fixed Effects SE Method Model-Based

Degrees of Freedom Method Satterthwaite

Class Level Information
Class Levels | Values
indiv 36 || 1234567891011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
BACT 4 |[ E. coli Ent Sal. E Sta
SUPORTE 3 || MADEIRA PANO SEM
TEMPODEEXPOSI__O 4 || 15'30'5' 60

Number of Observations

Number of Observations Read 144
Number of Observations Used 144
Number of Observations Not Used 0

Type 3 Tests of Fixed Effects
Effect Num DF || Den DF || F Value Pr>F
BACT 3 30 3.38 || 0.0311
SUPORTE 2 30 111.21 || <.0001
TEMPODEEXPOSI__O 3 105 72.69 | <.0001

Através da Analise de Variancia acima, podemoslaorgue o efeito de Bactéria,
Suporte e Tempo de Exposicdo é significativo, @301, p< 0,0001 e p< 0,0001,
respectivamente, em relacdo a variavel respostaegatldINAB .

4 ) Teste de Comparacfes Multiplas Tekey para comparar médias de Bactéria,
Suporte e Tempo de Exposigéo.



Differences of Least Squares Means
Effect BACT || SUPORTE | TEMPO DE BACT | SUPORTE | TEMPO DE Estimate | Standard Error DF || tVale | Pr>|[t] | Adjustment Adj P
EXPOSICAD EXPOSICAD
BACT E. coli Ent -1.0833 0.3605 30 -3.01 | 0.0053 || Tukey 0.0259
BACT E. coli Sal. E -0.5833 0.3605 30 -182 | 01161 || Tukey 0.3840
BACT E. coli Sta -0.8611 0.3605 30 -2.39 | 0.0234 | Tukey 0.1010
BACT Ent Sal.E 0.5000 0.3605 30 1.39 | 0.1756 |[ Tukey 0.5169
BACT Ent Sta 02222 0.3605 30 062 | 05422 |[ Tukey 0.9260
BACT Sal.E Sta -0.2778 0.3605 30 -077 | 0.4470 || Tukey 0.8670
SUPORTE MADEIRA PANO -3.0000 0.3122 30 861 | <0001 || Tukey <0001
SUPORTE MADEIRA SEM -4.5833 0.3122 30 -14.68 | <0001 || Tukey =.0001
SUPORTE PANO SEM -1.5833 0.3122 30 -5.07 | =<.0001 || Tukey =.0001
TEMPODEEXPOSI_O 15" 30 -1.3889 04802 || 105 -2.89 | 0.0047 || Tukey-Kramer || 0.0237
TEMPODEEXPOSI_O 15" 5' 32778 04802 || 105 683 | <0001 || Tukey-Kramer || <0001
TEMPODEEXPOSI_O 15 60" -3.6389 0.4802 | 105 -7.58 | <0001 || Tukey-Kramer | =.0001
TEMPODEEXPOSI_O = 4.6667 0.4802 [ 105 9.72 | <.0001 |[ Tukey-Kramer | <.0001
TEMPODEEXPOSI_O 60" -2.2500 04802 || 105 -489 | <0001 || Tukey-Kramer || <0001
TEMPODEEXPOSI_O 5 60" -6.9167 0.4802 || 105 || -14.40 | <0001 || Tukey-Kramer | <.0001

Através do Teste de ComparagBes MultiplasTd&ey, podemos concluir, por
exemplo, que o valor médio d&AB da Bactéri&. coli difere significativamente
do valor médio déINAB da BactérigEnt, p= 0,0259. Da mesma forma, podemos
concluir, por exemplo, que o valor médio WNAB do Suporte Madeira difere
significativamente do valor médio de&NAB do Suporte Pano e do Sem Suporte,
com p< 0,0001 para ambas comparacdes.

OBS: Os programas estatisticos utilizados nas an@sasisticas foram o
“Statistical Analysis System” (SAS),versao 9.2 &tatistical Package For The
Social Sciences” (SPSS / PASWSTAT), versao 18.

PARTE Il

5) Andlise Estatistica Foi realizada Andlise d€orrelacdo Linear de Pearson
via Programa SPSS, entre as Variaveis RespostagesalelINAB , Compostos
Fendlicos déINAB , valoreslINIB e Compostos Fendlicos taliB .



Correlations

C.FENOL. C.FENOL
NOTAS IINAB IINAB NOTAS INIB INIB
NOTAS IINAB Pearson Correlation 1 7797 877" 779"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 72 72 72 72
C.FENOL.INAB  Pearson Correlation 779" 1 824" 1,000"
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 72 72 72 72
NOTAS INIB Pearson Correlation 877" 824" 1 824"
Sig. (2-tailed) 000 1000 ,000
N 72 72 72 72
C.FENOL.INIB Pearson Correlation 7797 1,000™ 824" 1
Sig. (2-tailed) 000 ,000 000
N 72 72 72 72

**. Correlation is significant atthe 0.01 level (2-tailed).

Correlacdo: quadro acima referente ao residuo ergjhectéri&gsta. aureus

Através da Analise de Correlacéo Linear de Peasmiemos concluir que existe
correlacdo positiva entre valores ItldAB e os valores dos Compostos Fendlicos
delINAB , p< 0,0001, ou seja, a medida em que os valorddld8 aumentam, os
valores dos Compostos FendlicoslliMAB também aumentam. Da mesma forma,
podemos concluir que existe correlacéo linear paséntre os valores diNIB e

os valores dos Compostos Fendlico$IdéB , p< 0,0001, ou seja, a medida em que
os valores ddINIB aumentam, os valores dos Compostos FendlicosNdB
também aumentam.

OBS: Os programas estatisticos utilizados nassasadistatisticas foram o
“Statistical Analysis System” (SAS),versao 9.2 Statistical Package For The
Social Sciences” (SPSS / PASWSTAT), versao 18.

PARTE IV

6) Andlise Estatistica Foi realizadaAnalise de Variancia Nao-Paramétricade
Kreuskal-Wallis para as Variaveis Respostas valdetiNAB e valores déNIB .

NPar Tests

Kruskal-Wallis Test



Ranks

MATORG_BACT N Mean Rank
NOTAS IINAB 11 3 5,00
12 3 2,00
21 3 11,00
22 3 8,00
Total 12

Test Statistics®

NOTAS IINAB
Chi-square 10,532
df 3
Asymp. Sig. ,015
Exact Sig. ,000
Point Probability ,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:
MATORG_BACT

Através da Analise de VariancMao-Paramétrica de Kruskal-Wallis, podemos
concluir que existe diferenca significativa entse “Ranks” médios das Notas de

IINAB do Fator Matorg_Bact (combinacdo de Material Oigae Bactéria), p<
0,0001.

NPar Tests

Kruskal-Wallis Test

Ranks
MATORG_BACT N Mean Rank
NOTAS IINIB 11 3 7,67
12 3 2,33
21 3 11,00
22 3 5,00
Total 12




Test Statistics®®

NOTAS IINIB
Chi-square 9,857
df 3
Asymp. Sig. ,020
Exact Sig. ,001
Point Probability ,001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:
MATORG_BACT

Através da Analise de VariancMao-Paramétrica de Kruskal-Wallis, podemos
concluir que existe diferenca significativa entse “Ranks” médios das Notas de
[INIB do Fator Matorg_Bact (combinacdo de Material Oiggare Bactéria), p=

0,001.

7) Teste deComparagfes Multiplas de Dunnpara comparar “ranks” meédios de
“MATORG_BACT” - IINAB.



Pairwise Comparisons of ...

Each node shows the sample average rank of MATORG BACT.

Sample1 Sample2 | g et~ ptd- - Jtd-Test g0 pgjsig.

1211 3000 2923 1026 305 1000
1222 6000 2923 2053 040 241
12.21 9000 2923 3079 .02 a2
1122 3000 2923 1026 305 1.000
1121 6000 2923 2053 040 241
2221 3000 2923 1026 305 1.000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2
distributions are the same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level
is .08

Através do Teste d€Eomparacbes Mdltiplas de Dunn podemos concluir que o
“Rank” médio das NotasiNAB da combinacdo ALB.S.B 8ta. Aureusdifere
significativamente do “Rank” médio das NotasliMAB da combinacdo LEITE e
Salmonellap= 0,012.

8 ) Teste de Comparacdes Multiplas de Dunpara comparar “ranks” médios de
“MATORG_BACT” - lINIB .



Pairwise Comparisons of ...

Each node shows the sample average rank of MATORG _BACT.

Sample1 Sample2 | g Jest. Bt Jud-Test g0 pgj sig.

1222 2667 2892 .92 3/ 1000
1211 5333 2892 1844  0B5 391
12:21 8667 2892 2997 003 016
2211 2667 2892 922 38 1.000
2221 6000 2892 2075 038 228
1121 3333 2892  -1153 249 1.000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2
distributions are the same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level
is .05,

Através doTeste de ComparagBes Mdltiplas de Dunnpodemos concluir que o
“Rank” médio das NotasINIB da combinacdo ALB.S.B &ta. Aureusdifere
significativamente do “Rank” médio das NotasIiédB da combinagéo LEITE e
Salmonellap= 0,016.



9) Estatisticas DescritivasMédia e Desvio Padrao da Variavel Resposta \ddor
[INAB .

The GLM Procedure

Level of N NOTAS_IINAB
Bact
Mean Std Dev
E. coli 36 || 4,08333333 |[ 3,78247840
Ent 36 || 5,16666667 || 3,67617814
Sal. E 36 || 4,66666667 | 3,80225497
Sta 36 || 4,94444444 | 3,59320346
Level of N NOTAS_IINAB
Suporte_
Mean Std Dev
MADEIRA | 48 | 2,18750000 | 2,09006006
PANO 48 || 5,18750000 | 3,81852288
SEM 48 || 6,77083333 | 3,40362500
Level of N NOTAS_IINAB
Tempo_Exposi__o
Mean Std Dev
15 36 || 4,27777778 || 3,39420608
30 36 || 5,66666667 || 4,00000000
5 36 1,00000000 | 0,00000000
60 36 || 7,91666667 1,57434794

OBS: Os programas estatisticos utilizados nas an@sasisticas foram o
“Statistical Analysis System” (SAS),versao 9.2 tatistical Package For The
Social Sciences” (SPSS / PASWSTAT), versao 18.

10) Analise EstatisticalFoi realizada Analise de Variancia (Anova) Fatotiain 3
Fatores, Cultivar, TipoAH e Residuo. Variavel RespdCompostos Fendlicos.

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

CULTIVAR 3| BIM




Class Level Information
Class Levels |[ Values
TIPOAH 2112
RES_DUO 3 || CASCA ENGACO FOLHA
Number of Observations Read 54
Number of Observations Used 54

The GLM Procedure
Dependent Variable: COMP_FEN_LICOS COMP. FENOLICOS

Source DF || Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 17 923255.7054 54309.1591 [ 27104.8 || <.0001
Error 36 72.1323 2.0037
Corrected Total 58 923327.8376
R-Square Coeff Var Root MSE COMP_FEN_LICOS Mean
0.999922 [ 1.096808 1.415512 129.0574
Source DF Type Il SS [[ Mean Square F Value Pr>F
CULTIVAR 2 |[ 146755.0381 73377.5191 || 36621.5 || <.0001
TIPOAH 1 || 306260.1646 306260.1646 152849 || <.0001
RES_DUO 2 || 280565.3693 140282.6846 (| 70012.7 || <.0001
CULTIVAR*RES_DUO 4 21609.9830 5402.4957 [ 2696.29 || <.0001
CULTIVAR*TIPOAH 2 62565.9559 31282.9780 || 15612.8 || <.0001
TIPOAH*RES_DUO 2 90977.4715 45488.7357 || 22702.7 || <.0001
CULTIV*TIPOAH*RES_DU 4 14521.7230 3630.4307 || 1811.89 || <.0001

Através da Andlise de Variancia acima, podemoslaomgue o efeito da interacéao

Cultivar*TipoAH*Residuo € significativo, p<0,0001lem relagcdo a Variavel
Resposta Compostos Fendlicos



2 ) Teste de Comparagdes Mdltiplas de Tukey para ogparar médias da
interacdo Cultivar*TipoAH*Residuo.

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

CULTIVAR | TIPOAH || RES_DUO || COMP_FEN_LICOS LSMEAN LSMEAN Number

B 1 CASCA 351.000000 1
B 1 ENGACO 477.000000 2
B 1 FOLHA 137.000000 3
B 2 CASCA 29.600000 4
B 2 ENGACO 159.800000 )
B 2 FOLHA 42.200000 6
| 1 CASCA 120.266667 7
| 1 ENGACO 325.566667 8
| 1 FOLHA 76.300000 9
| 2 CASCA 18.333333 10
| 2 ENGACO 97.000000 11
| 2 FOLHA 39.900000 12
M 1 CASCA 80.400000 13
M 1 ENGACO 246.666667 14
M 1 FOLHA 25.100000 15
M 2 CASCA 13.800000 16
M 2 ENGACO 59.800000 17
M 2 FOLHA 23.300000 18

Atravées do Teste de Comparacgdes Multiplas de Tykayemos concluir, dentro do
TipoAH 1 e Residuo Casca, por exemplo, que a nuglieompostos fenolicos da
Cultivar B difere significativamente da média demgmstos fendlicos das
Cultivares | e M, p< 0,0001. Da mesma forma, poderooncluir, dentro da
Cultivar B e TipoAH 1, por exemplo, qgue a médiacdmpostos fendlicos de Casca
difere significativamente da média de compostosliens de Engaco e Folha, p<
0,0001.

OBS: Os programas estatisticos utilizados nas an@sasisticas foram o
“Statistical Analysis System” (SAS),versao 9.2 tatistical Package For The
Social Sciences” (SPSS / PASWSTAT), versao 18.



