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RESUMO

A industria alimenticia estd em constante busca por alternativas de
conservantes naturais, investigando opcdes que visem eliminar perigos e
diminuir os riscos a saude do consumidor. Sabe-se que o0 vinho possui
propriedades antimicrobianas que tém sido utilizadas ao longo dos anos. Dessa
forma, este trabalho objetivou avaliar o potencial antibacteriano in vitro do
extrato de vinho tinto Merlot e branco Chardonnay, frente a estirpes de
bactérias dos grupos E. coli, oriundas de linguicas, queijos e leites, além de
cepas padrbes de Staphylococcus aureus, S, warneri e S. lugdunensis, Listeria
monocytogenes e Salmonella Enteritidis, comparando-os com antibidticos
existentes no mercado. A metodologia utilizada foi de difusdo em &gar
perfurado, utilizando-se duas concentracbes, sendo uma por solucéo
hidroalc6olica e a outra, o extrato puro. Através dos resultados obtidos, é
possivel afirmar que o extrato de vinho tinto inibiu significativamente as
bactérias, principalmente no que se refere as Gram positivas, especialmente a
Staphylococcus. No vinho branco ndo se obteve 0os mesmos resultados,
apontando dados por vezes nulos. Quanto ao extrato puro tinto principalmente
no volume de 50puL, os resultados demonstraram uma eficacia maior sobre o
extrato diluido em quaisquer das concentracfes e para todos 0s grupos de
bactérias estudadas. Sugere-se que o0s resultados apresentados foram
causados pela presenca de polifendis, que sao mais abundantes no vinho tinto
do que no vinho branco. Dessa forma, conclui-se que o extrato do vinho tinto
pode ser utilizado como um conservante natural na industria alimenticia,
oferecendo um meio seguro ao consumidor.

Palavras Chaves: Vinho branco; Conservante natural, Micro-organismos,
IndUstria Alimenticia.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais preocupag¢fes da industria alimenticia relaciona-se
com o desenvolvimento microbiano, visando eliminar perigos e diminuir 0s
riscos a saude do consumidor, bem como prevenir ou retardar o surgimento de
alteracdes indesejaveis nos alimentos.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 20% dos
alimentos produzidos sdo perdidos por deterioracdo. Embora habitualmente
sejam aplicadas as medidas e normas sanitarias na producdo de alimentos,
perdem-se anualmente, toneladas de alimentos de boa qualidade devido ao
ataque de micro-organismos como fungos e bactérias (FOSSATI, 2014.).

De acordo com Gava (2007) a relacdo dessa deterioragcdo microbiana,
deve-se principalmente ao fato dos alimentos terem uma grande quantidade de
nutrientes e substratos metabolizaveis, reunindo por isso, condi¢cdes ideais
para o crescimento de micro-organismos. Nesse contexto, também se ressalta
a possibilidade da presenca de micro-organismos patogénicos que,
mundialmente, tem grande impacto na saude publica, causando surtos como
relatam Almeida G. et al. (2013), Almeida J. et al. (2013), Fischer (2013)
Almeida et al. (2014) e Giolo et al. (2014).

Cabe ainda destacar que segundo Germano & Germano (2003),
somente 10% do total de surtos de origem alimentar sdo notificados no Brasil,
devido as falhas no sistema de notificacédo e de fiscalizacéo.

Dessa forma, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de
Novos compostos antimicrobianos naturais, sendo uma alternativa atrativa para
oferecer produtos saudaveis e seguros, mantendo inalterada a qualidade dos
alimentos. Porém, ainda sdo necessarias pesquisas com relacdo a esses
novos produtos, com foco na higiene e seguranca de alimentos, para
adequacdo da provavel participacdo na conservagcado que possam
desempenhar.

Além disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos na saude humana e
animal tem causado aumento da resisténcia dos micro-organismos, surgindo

preocupacdo pela procura de novas alternativas. Como exemplo, o0s



antimicrobianos de origem natural vém sendo estudados (SOUZA, 2015;
ROCHA et al, 2014; NAKADOMARI et al, 2014) como substitutos dos produtos
quimicos sintéticos, demonstrando ser uma alternativa eficaz e econémica ao
setor.

Um dos primeiros antimicrobianos naturais a serem utilizados pelo
homem foi o vinho, como relata Andrew Boorde em seu livro “A Dieta da
Saude”, de 1542, “...a agua por si propria ndo é saudavel para um inglés”.
Sendo assim, o vinho era misturado a agua pelo homem da idade média com o
intuito de torna-la asséptica.

Nesse contexto, o vinho trata-se de uma fonte natural de ingredientes
que possuem propriedades benéficas ao homem (antioxidante, antimicrobiano,
incluindo potencial anticarcinogénico, anti-inflamatério, e cardiovascular
protetor). Diversas pesquisas foram desenvolvidas para o estabelecimento da
conexao entre esses compostos benéficos ao homem (compostos fendlicos e
outros agentes antibacterianos) presentes no vinho contra distintas estirpes de
bactérias causadoras de doencas (GARCIA-LOMILLO el al., 2014; FRIEDMAN,
2014; CHO et al., 2015; GIOVINAZZO & GRIECO, 2015; NAKAMURA et al.,
2015).

Essa associacdo se da principalmente pelo vinho possuir em sua
composi¢do compostos fendlicos naturais, principalmente flavondides,
substancias largamente distribuidas nas plantas que apresentam atividade
bioldgica tais como potencial antioxidante, anti-inflamatério e antibacteriano
(GUEDES, 2013).

Cabe salientar ainda, que o vinho enquadra-se nos moldes dos
alimentos funcionais, aqueles que se caracterizam por oferecer varios
beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua composigéo quimica.

Partindo do fato que as bactérias, de modo geral, necessitam de
condicdes fisico-quimicas favoraveis ao seu crescimento e reprodugédo, o vinho
associado a outras possiveis barreiras, pode auxiliar na inibicdo ou eliminagéo
das bactérias, como explica a Teoria dos Obstaculos de Leistner (LEISTNER,
1992).

Para se determinar o potencial de um agente antibacteriano, inicialmente

a atividade antimicrobiana € medida in vitro, além da sua concentragdo nos



liquidos ou tecidos corporais (in vivo). Esse potencial antimicrobiano de uma
substancia esta associado a sua composi¢cao quimica, determinado através dos
ensaios in vitro como, por exemplo, técnicas de difusdo em agar e diluicdo
(macro e microdiluicéo).

Entretanto, muitos ensaios diferentes sdo empregados na investigacao
do poder antimicrobiolégico dos compostos fendlicos, incluindo a técnica de
diluicdo de &gar, o ensaio de difusdo em disco de papel, o método de difusdo
em placa com perfuracdo, o método de difusdo cilindro, a técnica de
macrodiluicdo e a técnica de microdiluicdo em caldo (OSTROSKY et al., 2008).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antimicrobiano in vitro de extrato de vinho tinto e branco, contra diferentes

estirpes de bactérias patogénicas ao homem.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 Cepas Microbianas Utilizadas

2.1.1 Bactérias GRAM Negativas

Foram utilizadas estirpes de E. coli isoladas de campo, oriundas do
comércio local de Dom Pedrito, RS, pertencentes ao banco de cepas do
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA —
Dom Pedrito), sendo a estirpe 1, 5, 9, 12 e 13 oriundas de linguica, 2 e 8 de
queijo; 4 e 14 de leite, além de uma cepa padrédo de E. coli ATCC 8739
(American Type Culture Collection 8739) e uma cepa padrdo de Salmonella
Enteritidis ATCC 13076 (Cedida pela Universidade Federal de Pelotas).

2.1.2 Bactérias GRAM Positivas

Foram utilizadas estirpes padrdo de Staphylococcus, tais como S.
aureus FRI (Food Research Institute) 100, S. aureus FRI 196E, S. aureus FRI



10

326, S. aureus FRI 472, S. aureus FRIS6, S. aureus ATCC 25923,
Staphylococcus warneri e Staphylococcus lugdunensis.

Também foi utilizada uma cepa padrdo de Listeria monocytogenes
ATCC 19114, ressaltando que a Listeria trata-se de um micro-organismo

fastidioso.

2.2 Vinho e Extrato de Vinho

Os vinhos selecionados para o ensaio foram provenientes da regido da
Campanha Gaucha, RS, elaborados na Vinicola Experimental da UNIPAMPA,
sendo o tinto da cultivar Merlot e o branco da cultivar Chardonnay, ambos da
safra de 2014.

O fluxo do processo para elaboracdo do vinho branco foi: colheita,
desengace, esmagamento, sulfitagem, adicdo de enzimas, prensagem,
debourbagem, adicdo de leveduras, fermentacdo alcodlica, clarificacao,
passagem por barricas e engarrafamento.

O fluxo do processo para elaboracdo do vinho tinto foi semelhante ao
branco, porém diferenciando-se apds a adicdo de enzimas, onde o0 mosto nao
foi prensado e nem passou pela debourbagem, indo diretamente para a
maceracdo em conjunto com a fermentacdo alcodlica. Somente posterior a
fermentacao alcodlica o bagaco foi retirado, extraindo-se assim, 0 maximo de
compostos fendélicos com o auxilio das remontagens. Posteriormente o vinho foi
clarificado e armazenado em tanques para maturacgéao.

O extrato do vinho foi obtido de cada uma das amostras através do
meétodo direto para extrato seco (USSEGLIO-TOMASSET, 1961), onde 25 mL
de vinho foram acondicionados em cadinhos e posteriormente colocados em
banho-maria & 70°C durante 4 horas. Ap0s a extragdo, foram preparadas
diferentes concentragbes (5uL, 12,5uL, 25pL, 37,5uL e 50uL) de extrato de

vinho em solucéo hidroalcodlica 50% (v/v).
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2.2.1 Caracterizacéo Fisico Quimica do Vinho e do Extrato

As analises fisico quimicas (graduacdo alcodlica, pH, acidez total e
polifendis totais) das amostras de vinho foram realizadas de acordo com o
estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA,
2014). No extrato de vinho foram realizadas as analises de pH e polifendis

totais.

2.3 Preparacao do Inéculo Bacteriano

Os micro-organismos estavam sobre refrigeracdo em é&gar TSI (Triple
Sugar Iron, Himedia®), foram entdo isoladas de trés a quatro colénias de cada
bactéria e repassada para caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia®), com
posterior incubacdo a 35°C durante 18 a 24h. Posteriormente, cada cultivo foi
diluido em solucéo salina 0,85% até a turbidez alcancar o indice de 0,5 na
escala nefelométrica de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10° bactérias) e

semeadas conforme recomendado por Bauer e Kirby (1966).

2.4 Difusdo em Agar

O meio de cultura utilizado para o teste de difusdo em agar foi o Mueller
Hinton (Acumedia®), onde os micro-organismos foram inoculados na superficie
do &gar com o auxilio de um suabe e posteriormente a placa foi perfurada com
uma abertura de 9mm através de ponteiras.

Os micro-organismos foram desafiados com 50uL, de cada solucéo
preparada a partir do extrato de vinho além do extrato puro nas quantidades de
10puL, 30uL e 50pL.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para posterior medigao
dos halos de inibigéo.

Para o controle positivo, foram utilizado discos de Azitromicina 15ug
para Staphylococcus, de Norfloxacin 10ug para E. coli e Staphylococcus,
discos de Ampicilina 20ug para Listeria monocytogenes, e de Ceftriaxona 30ug

para Salmonella Enteritidis.
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2.5 Andlises dos Resultados

Os resultados foram analisados via ANOVA pelo teste de média de
Tukey a 5%. O programa utilizado para o fim foi o Statistix 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Através deste estudo buscou-se demonstrar o potencial antimicrobiano
in vitro de extrato de vinho, com inibicdo de bactérias patogénicas de
importancia em alimentos.

Os resultados dos desafios dos extratos de vinho tinto e branco frente a

bactérias Gram negativas podem ser visualizados nas Tabela 1 e 2.

Tabela 1: Inibicdo (em milimetros) de E. coli por extratos de Vinho Tinto e

Branco

Solugéo Hidroalcodlica Extrato Puro CPoonsfirt(i)\l/i

t?;'gtg:?a E.coli sy 12540 25pL 37,550 50uL  10uL  30uL  50pL Norfllgﬁzc'n
o 1Tinto  11° 11° 14 15 14  0° 10° 19° 35"
Linguica 1 Branco 118 c 118 118 o 0° o¢ 118 354
. 2 Tinto © ¢ © ¢ o© 0° 12° NR* 27"
Queljo 2Branco 0 0° 0° 0° 0° 0® 0° NR* 27"
, 4 Tinto © 12® 12> 1®*  o° o 10° 11° 36"
Leite 4Branco 0 0° 0° 0° 0° 0° 0® 0° 36"
o 5Tinto 11° 11° 12 13®*  11® o¢ 11° 13° 30"
Linguica 5Branco  11°  10° 0° 10° 10° 0¢ ¢ 0°¢ 30"
. 8Tinto 0 11 11° P o° o° T 36"
Queijo 8 Branco 0° c 0o° 0° 0° 0° o 108 36"
9Tinto 0" = 10°  10° 12 10° 14 16° 27"
Linguica 9Branco 0° 0° 0° 0°¢ 0°¢ 0“ 11® 12° 278
12 Tinto o" 13[;BC 11°¢ 12ECD 105 11°F 14°%¢  15° 35"

Linguica

12 Branco 0%  11° 0° 0° 0°¢ 10°  11®° 10° 35*
13 T|n'[0 OE E OE 145 10D E 1SBC 11CD 37A
Linguica 13 Branco  0° ¢ 0° 11° ¢ o¢ 11®° 10° 37"
Leite 14 Tinto ~ 0° P 0° 0° ° 12° 12 14° 36"
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14 Branco 05 0 0° 0°¢ 0°¢ o o° 11° 36"
ATCC (o (o (o 14° 10° 0% 15°%¢ 17° 29"
8739
Tinto
ATCC 0° 0° 0°¢ 11° 0°¢ 0¢ 10° 10° 29"
8739
Branco

Padréao

NR* — ndo realizado; Letras mailsculas distintas na linha implicam em diferenca significativa,
considerando o teste de variancia ANOVA — TUKEY, ao nivel de 5%.
Fonte: Autora, 2015.

Tabela 2: Inibicdo (em milimetros) de Salmonella frente aos extratos de vinho
Tinto e Branco

Solucao Hidroalcodlica Extrato Puro Controle
Positivo
Salmonella 5uL 12,5y 25pL  37,5uL  50pL  10pL  30pL  50pL Cef:t)’réizona
S. Enteritidis
ATCC 13076  0O° 0F 0F 11° 14° 0F 17 16%° 29"
Tinto
S. Enteritidis
ATCC 13076  0° 0°¢ 0°¢ 0°¢ 10° 0°¢ 0°¢ 0°¢ 29°
Branco

Letras mailsculas distintas na linha implicam em diferenca significativa, considerando o teste
de variancia ANOVA — TUKEY, ao nivel de 5%.
Fonte: Autora, 2015.

No extrato de vinho foi verificado um potencial antimicrobiano nao
significativo frente as bactérias do género E. coli quando comparadas ao
controle positivo (Norfloxacin). No entanto, foi possivel observar que, ainda que
nao significativo, o tamanho do halo de inibicdo chegou a 19mm com o extrato
puro de vinho tinto quando a estirpe 1 de E. coli foi desafiada utilizando uma
concentracdo de 50uL. Verificou-se que, quando a estirpe 1 de E. coli foi
desafiada com a mesma concentracao (50pL) de extrato puro de vinho branco
chegou ao maximo de 11mm de inibicdo, menor do que quando desafiada com
extrato de vinho tinto. Esse mesmo comportamento (halos de inibicdo com
extrato de vinho tinto maiores do que halos de inibicdo com extrato de vinho
branco) foi evidenciado em todas as cepas de E. coli testadas, inclusive na
cepa padrdo, assim como também evidenciado com Salmonella Enteritidis
(Tabela 2). O comportamento das bactérias Gram negativas foi similar com os
dois distintos géneros testados, com uma significativa inibicdo quando o extrato

de vinho tinto foi utilizado.
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Observou-se que as cepas de E. coli 2 (queijo) e 14 (leite) n&o
apresentaram inibicdo nos tratamentos da solucdo hidroalcodlica. Porém, ha
de se ressaltar que para essas cepas, assim como para a maioria das cepas
testadas, a concentracdo de 37,5uL da solugdo com extrato de vinho tinto
proporcionou os melhores resultados de inibicdo. Ressalta-se também que,
guando uma mesma concentracdo de extrato foi utilizada, houve variacdo dos
indices de inibicdo entre as cepas, 0 que pode ser atribuido as caracteristicas
individuais das estirpes testadas, dada a distinta origem de cada micro-
organismo.

Ressalta-se que, ainda que a inibicdo das bactérias Gram negativas
testadas (pelo extrato de vinho tinto) tenha sido inferior ao do controle positivo
(antibidtico), pelos indices evidenciados ha uma clara evidencia de restricdo de
crescimento no entorno do extrato de vinho tinto.

Os resultados dos desafios dos extratos de vinho tinto e branco frente a

bactérias Gram positivas podem ser visualizados nas Tabela 3 e 4.

Tabela 3: Inibicdo (em milimetros) de Staphylococcus frente aos extratos de
Vinho Tinto e Branco

Solugéo Hidroalcodlica Extrato Puro Controle
Positivo

Azitro-  Norflo-
Staphylococcus 5uL  12,5pL  25pL 37,5pL  50pL 10pL  30pL  50pL  micina Xacin

15ug 10ug
S.aureus FRI 117 14°F 16 16°® 127 12 19°¢ 21  15"F 26"
100 Tinto F
S.aureus FRI o° o° o° o° o° o° 0° 12c  15° 26"
100 Branco

S.aureus FRI 115 12F 17¢ 15 17¢ 13" 22F 257 21° 26"
196E Tinto
S.aureus FRI 0" 0F 0F 0F 0F 0F 10°  15° 218 26"
196E Branco
S.aureus FRI 117 14 13FF  17°  18°P  13FF 23 24° 20° 28"
326 Tinto

S.aureus FRI o° o° o° o° 11°¢ o° 11¢  10° 20° 28"
326 Branco
S.aureus FRI 0° 117 125 14" 14" 15°  20° 20° 24° 328
472 Tinto
S.aureus FRI o° o° o° o° o° o° 11 10° 24° 328
472 Branco
S.aureus FRI 0° 14 13°  22% 15" 16 21 21B 20° 27"
S6 Tinto
S.aureus FRI o° o° o° o° o° 11¢ 10 o° 20° 27
S6 Branco

S.aureus 0F 0F 10° 0f  12°° 13“ 17® 18%® NR* 30
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ATCC 25923

Tinto

S.aureus 0“ 0“ 0“ 0°¢ 0°¢ 0“ 12°  11®  NR* 30
ATCC 25923

Branco

S. warneri 115 12°F 14 17 12°F 10PF 18 23F 27" 26"
Tinto

S. warneri 0°¢ 0°¢ 0°¢ 0° 0° 0°¢ o“ 13* 27" 26"
Branco

S.lugdunensis of  15°® 15°® 15°® 16 128 21® 23%° 13" 32%
Tinto

S.lugdunensis 0°¢ 0°¢ 0°¢ 0°¢ 0°¢ 0°¢ 0 14° 13° 32%
Branco

NR*- ndo realizado; Letras mailsculas distintas na linha implicam em diferenca significativa,
considerando o teste de variancia ANOVA — TUKEY, ao nivel de 5%.
Fonte: Autora, 2015.

Tabela 4: Inibicdo (em milimetros) de Listeria monocytogenes frente aos
extratos de Vinho Tinto e Branco

Solugéo Hidroalcodlica Extrato Puro ‘F{O”Fr.o le
ositivo

Listeria 5uL 12,5l 25uL 37,5uL 50pL  10uL  30pL  50uL Amz%fl'g';”a
L.monocytogenes o° o° o° 14°° 13 0o° 14°° 16° 22"
ATCC 13076 Tinto
L.monocytogenes o° o° o° 12° 10 0° o 12° 22"
ATCC 13076
Branco

Letras mailsculas distintas na linha implicam em diferenca significativa, considerando o teste
de variancia ANOVA — TUKEY, ao nivel de 5%.
Fonte: Autora, 2015.

Observando-se os resultados de inibicdo de bactérias Gram positivas
pelos extratos de vinho, verifica-se maior inibicAio da mesma cepa quando
utilizado extrato de vinho tinto, num comportamento similar ao observado nas
bactérias Gram negativas. Observa-se que para Staphylococcus, no entanto,
h& uma maior aproximagéo estatisticamente significativa dos resultados de
inibicdo com extrato de vinho tinto em relacdo os dados de inibicdo obtidos
pelos antibioticos.

Inicialmente pode-se observar que o extrato do vinho tinto inibiu mais do
que o extrato do vinho branco. Considerando a aplicagcdo do extrato puro, a
inibicdo foi ainda mais significativa para todos os ensaios das bactérias Gram
positivas. Além disso, as estirpes que apresentaram a maior fragilidade frente
ao antimicrobiano natural foram as do grupo das Staphylococcus, quando

comparada as demais testadas.
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Verificou-se proporcionalidade entre os halos de inibicdo de S. aureus
em relacdo as maiores concentracdes de extrato de vinho tinto utilizados. O
tamanho do halo de inibicdo para o género Staphylococcus variou de 18 a
25mm para o extrato puro de vinho tinto e de 10 a 15mm para o extrato puro de
vinho branco, na concentracdo de 50uL de extrato puro, exceto para a cepa S.
aureus FRI S6 que apresentou valor nulo para essa concentracédo. Considerou-
se também que a Staphylococcus aureus FRI 326 apresentou ser a menos
resistente ao antimicrobiano, indicando uma inibicdo de 25mm frente ao extrato
puro na concentracdo de 50uL (Tabela 3), superior aos indices verificados para
as Gram negativas testadas e para Listeria monocytogenes.

Neste experimento, o controle positivo com Azitromicina se mostrou por
vezes inferior ao extrato do vinho tinto, destacando o potencial efeito
antimicrobiano do extrato de vinho tinto. Porém, o mesmo efeito nédo foi
observado quando utilizado o antibiético Norfloxacin, o que também demonstra
a variabilidade de resisténcia que os individuos de um mesmo género podem
demonstrar frente a distintos antimicrobianos. Alem disso, hd de serem
consideradas também as varia¢fes individuais das cepas de Staphylococcus.

Quanto a inibicdo pela solucdo hidroalcodlica de vinho branco, somente
foi observado efeito na cepa S. aureus FRI 326, que havia demonstrado ser a
estirpe mais vulneravel do género, quando desafiado a uma quantidade de
50uL, uma inibicdo de 11mm. Na solucéo hidroalcodlica de vinho tinto, os halos
tiveram um efeito antimicrobiano que chegou a 18mm na mesma estirpe, S.
aureus FRI 326.

Listeria € um micro-organismo fastidioso, ou seja, necessita de um meio
definido com muitos fatores necessarios para o crescimento e sdo classificadas
como muito exigentes em termos nutricionais. Dessa forma, para as condi¢des
testadas, com os resultados evidenciados na Tabela 4, L. monocytogenes
ATCC 13076 foi inibida em 16mm para a concentracao de 50uL do extrato puro
do vinho tinto. Na soluc&o hidroalcodlica de vinho tinto a 37,5uL a inibicédo foi
semelhante a 30uL do extrato puro de vinho tinto, com halo de inibicdo de

14mm, inibindo mais do que a concentragao de 50uL da solugéo, 13 mm.
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Quanto aos vinhos utilizados neste ensaio, no vinho tinto Merlot
detectou-se um indice polifenélico de 44,2, ao passo que no vinho branco
Chardonnay foi evidenciado um indice de polifendis de 9.

Em relagdo as outras andlises fisico-quimicas, no vinho tinto Merlot
verificou-se teor alcodlico de 12,81% v/v, com pH de 3,82, acidez de 74mEgq/L™
e SO, livre de 25,3mg/L™ e total de 116mg/L™. Observou-se os seguintes
parametros no vinho branco Chardonnay: graduacéo alcodlica de 12,28% vlv,
pH de 3,75, acidez em 66mEq/L™ e SO; livre de 19mg/L™" e total de 121mg/L™
(Tabela 5).

Tabela 5: Analises Fisico-Quimicas do Vinho Tinto Merlot e Branco
Chardonnay e seus respectivos extratos

Andlise Vinho Tinto Vinho Branco Extrato Extrato Tinto
Merlot Chardonnay Branco

Alcool 12,81% viv 12,28% v/v

Acidez Total 74 mEg/L™ 66 mEq/L™

SO, Livre 25,3mg/L™ 19mg/L™

SO, Total 116mg/L™ 121mg/L™*

Ph 3,82 3,75 3,82 3,75

Polifendis Totais 442 9 253,0 122,7

Fonte: Autora, 2015.

Os extratos passaram pelas analises de polifendis totais através da
mesma técnica aplicada aos vinhos, apresentando o extrato tinto como
resultado um indice de 253,0. J& no extrato de vinho branco o indice foi de
122,7. Ainda foi realizada uma analise de pH, onde o extrato tinto apontou o
valor de 3,82, e quando comparado ao extrato branco, 3,75, ndo demonstrou
significativa diferenca. Dessa maneira, muito provavelmente os resultados de
inibicdo das bactérias patogénicas testadas sejam devidos aos compostos
fendlicos presentes no vinho tinto, excluindo os outros fatores intrinsecos (pH)
e extrinsecos (adicdo de SO, — anidrido sulfuroso- ao mosto) que poderiam
afetar o ensaio.

Com relacdo ao extrato de vinho puro, evidenciou-se melhores

resultados em relacdo a solucdo hidroalcodlica para todos os ensaios. Sugere-
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se a possibilidade de que a agua e o alcool empregados na solucdo terem
evaporado no periodo de incubacdo, diminuindo assim o potencial
antimicrobiano das concentracoes.

Ressalta-se que por diversas vezes o extrato de vinho branco
apresentou inibicdo nula, reforcando assim, o qudo os compostos fendlicos
podem influenciar no aspecto bactericida do vinho. Ainda, cabe ressaltar que
de acordo Ribéreau-Gayon et al. (2003) um dos pontos determinantes na
quantidade de compostos fendlicos no vinho, € a maturacdo da uva que,
embora ndo testado neste experimento, é possivel inferir na relacdo do estagio
de maturacdo (mais polifendis) com o potencial bactericida. A afirmacdo do
potencial antimicrobiano dos compostos fendlicos é reforcada pelo trabalho de
Lopes (2005) onde a autora relata que o etanol do vinho desprovido do seu
conteudo em polifendis, apresentou uma reducédo estatisticamente significativa
do efeito antimicrobiano.

Em estudos dirigidos por Moretro & Daeschel (2004) demonstrou-se que
0s compostos isolados ndo apresentam a mesma eficacia que o vinho em si.
Lopes (2005), concluiu que o etanol, por exemplo, quando apresentado nas
concentracbes encontradas geralmente nos vinhos, entre 10% e 15%,
apresenta um efeito antimicrobiano limitado quando comparado com o vinho.

Neste estudo pode-se observar ainda que 0s micro-organismos Gram
positivos, Staphylococcus e Listeria, possuem uma maior pré-disposicdo a
inibicdo por parte do extrato de vinho, quando comparadas aos Gram
negativos, Salmonella e Escherichia. Isso pode ser explicado pela
particularidade dessas bactérias, conforme explica Sartori (2005), que diz que a
parede celular bacteriana dos Gram positivos € menos complexa e apresenta
maior permeabilidade quando comparada as Gram negativas. Dessa forma, a
membrana externa das bactérias Gram negativas apresenta-se como uma
barreira a penetracdo de numerosas moléculas de antibidticos, e, além disso, o
espagco periplasmatico contém enzimas capazes de quebrar moléculas
estranhas, diferentemente das Gram positivas, o que pode ter acontecido com
0 extrato dos vinhos.

No estudo de Bussmann et al. (2010) com 141 espécies vegetais ricas

em compostos fendlicos, verificaram que os extratos etandlicos de 51 espécies
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inibiram o crescimento de E. coli, entretanto um total de 114 extratos etandlicos
inibiram o crescimento da S. aureus,demonstrando assim uma maior atividade
sobre as bactérias Gram positivas (MIRANDA et al, 2013). Sugere-se entao
uma eliminacdo dos micro-organismos através de rompimento de membrana.
Como observado nos estudos conduzidos por Mirzoeva, Grishanin & Calde
(1997) que a quercetina, um flavonéide do vinho, causou um aumento na
permeabilidade da membrana bacteriana interior e fez desaparecer o potencial
protetor da membrana, devido a interrupcdo da forca motriz dos prétons de
bactérias Staphylococcus.

Porém, em estudos como os de Xu & Lee (2001), apontou-se a atividade
de flavondides, tais como a miricetina, a quercetina, a luteolina e o kaempferol
em bloquear a sintese de proteinas em Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA).

Ainda, estudos mais antigos (Mori et al, 1987) sugerem que alguns
flavondides inibiram a sintese de DNA e RNA em Staphylococcus aureus
através da inibicdo do DNA girase (topoisomerase), enzima essencial envolvida
na replicacdo, transcricdo e reparacdo do DNA bacteriano. O mecanismo de
acao se baseia na ligacdo do flavondide a esta subunidade de DNA girase e
impede o enrolamento do DNA, evitando assim a sintese de DNA, o que
também pode ter acontecido neste estudo.

Assim sendo, ndo ha como estabelecer com precisdo qual foi o
mecanismo de efeito inibitério das bactérias testadas, uma vez que o0s
constituintes do extrato do vinho n&o foram testados individualmente.
Entretanto, pode-se afirmar que os extratos dos vinhos, principalmente o
extrato do vinho tinto Merlot permitiu um interessante potencial de inibicdo
sobre bactérias Gram positivas em estudo, sugerindo dois mecanismos de
controle, através de rompimento de membrana ou impossibilidade de
replicacdo do DNA e RNA através dos compostos fendlicos.

A partir do exposto, pode-se corroborar a premissa que o vinho é um
potencial antimicrobiano, e assim sendo, sua utilizacdo pode ser relacionada a
diversas industrias, principalmente como aditivo em alimentos, na forma de um

conservante natural alimenticio.
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4. CONCLUSOES

O extrato de vinho tinto puro foi mais efetivo que extrato de vinho branco
na inibicdo de crescimento in vitro de E. coli, Salmonella, Staphylococcus e
Listeria. Demonstrando-se os melhores resultados frente a Gram positiva
Staphylococcus, apresentando por diversas vezes resultados superiores ao do

controle positivo, o antibiotico Azitromicina.

Pode ser utilizado na industria alimenticia como um conservante natural
destinado a um produto diferenciado, visto o alto custo da producédo do vinho

em Si.

Destaca-se ainda que s80 necessarias mais pesquisas na area, devido a
escassez e a demanda do setor na busca por alternativas de antimicrobianos
de origem natural, em substituicdo aos produtos quimicos sintéticos utilizados

atualmente.

5. ABSTRACT

EXTRACT OF RED WINE INHIBIT INCREASE IN VITRO PATHOGENIC
BACTERIA

The food industry is in constant search for alternative natural preservatives,
investigating options that aim to eliminate hazards and reduce risks to
consumer health. It is known that wine has antimicrobial properties have been
used over the years. Thus, this study aimed to evaluate the potential
antibacterial in vitro of red wine extract Merlot and white Chardonnay, against
strains of the bacteria E. coli groups, coming from sausages, cheese and milk,
as well as standard strains of Staphylococcus aureus, S, warneri and S.
lugdunensis, Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis, comparing
them with antibiotics on the market. The methodology used was punched agar
diffusion, using two concentrations, one for alcohol solution and the other, pure
extract. From the results obtained it can be stated that red wine extract
significantly inhibited the bacteria, particularly in respect to Gram positive
bacteria, especially Staphylococcus. In the white wine were not obtained the
same results, indicating data at times zero. As for the red pure extract mainly in
the volume of 50uL. Results showed a greater efficacy of the extract in diluted
concentrations and any of the groups for all the studied bacteria. It is suggested
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that the results were caused by the presence of polyphenols, which are more
abundant in red wine than in white wine. Thus, it is concluded that red wine
extract can be used as a natural preservative in the food industry, providing a
secure way to the consumer.

Keywords: White Wine, Natural Preservative; Micro-organisms; Food Industry.
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