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RESUMO

BOTTI, S.C.C.F. Extracdo e caracterizacio do resveratrol do bagaco da uva, analise
comparativa entre métodos de secagem e comprovaciao da atividade biolégica in vitro.
71 f. Dissertagdo (Mestrado Profissional em Gestdo e Tecnologia em Sistemas Produtivos).

Centro Estadual de Educagdo Tecnoldgica Paula Souza, Sao Paulo, 2016.

O principal residuo do processo de vinificagdo ¢ o bagaco da uva, o qual comumente ¢
utilizado para fabricacdo da graspa ou para compostagem. Por ser rico em substancias
bioativas como o resveratrol, de conhecido valor terapéutico e cosmético, bem como
antioxidante natural, o presente trabalho propds avaliar comparativamente métodos de
preservagdo e extracdo do resveratrol e confirmar, por meio de ensaio in vitro, a sua
propriedade anti-cancer, como subsidios para a utilizacdo sustentdvel do residuo da
vinicultura, bem como para a aplicacdo bioldgica do principio ativo. Neste trabalho foi
realizada uma andlise comparativa dos processos de secagem do bagago, procedendo-se a
desidratacdo e a liofilizacdo e, previamente a obtengdo do resveratrol. A caracterizacdo
analitica do extrato, por Fourier Transform Infrared (FTIR) e High Performance/Pressure
Liquide Chromatography (HPLC), permitiram sua identificacdo qualitativa e quantitativa,
indicando a liofilizacdo do bagago como a melhor forma de preservar o resveratrol na
amostra. A fim de se confirmar a atividade biologica do resveratrol, procedeu-se a realizagao
do ensaio de reversdo da mutagenicidade do herbicida trifluralina, com o modelo de Allium
cepa, o qual comprovou a atividade anti-mutagénica do resveratrol, que foi proporcional a sua

concentragdo até 1ppm, apds a qual ndo houve efeito adicional.

Palavras-chave: bagaco de uva, resveratrol, secagem, Allium cepa, antimutagénese.



ABSTRACT

BOTTI, S.C.C.F. Extraction and characterization of resveratrol from grape pomace,
comparative analysis of drying methods and evidence of biological activity in vitro. 71f.
Dissertation (Professional Master in Management and Technology in Production Systems).

Centro Estadual de Educac¢do Tecnoldgica Paula Souza, Sao Paulo, 2016.

The main residue of winemaking process is the grape pomace, which is commonly used for
manufacturing graspa or for composting. For its hight level content in bioactive substances
such as resveratrol, therapeutic and cosmetic value well known, as well as natural antioxidant,
this paper proposed evaluate preservation methods and extraction of resveratrol and confirm
by vitro test medium, your anti- cancer property, as base for the sustainable use of residue
from viniculture as well as for the biological application of the active principle. In this paper
a comparative analysis of grape pomace drying process was performed, proceeding to
dehydration and lyophilization and then obtaining resveratrol. Analytical characterization of
the extract by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and High Performance /
Liquide Pressure Chromatography (HPLC) allowed a qualitative and quantitative
identification, indicating lyophilization of the residue as the best way to preserve resveratrol
in the sample. In order to confirm the biological activity of resveratrol, was performed the
perform the test reversal of mutagenicity of the herbicide trifluralin, with the A/lium Cepa
model, which demonstrated the anti-mutagenic activity of resveratrol, which was proportional

to its concentration up to 1ppm, after which there was no additional effect.

Keywords: grape pomace, resveratrol, drying, Allium Cepa, antimutagenesis.



Tabela 1:
Tabela 2:

Tabela 3:
Tabela 4:
Tabela 5:
Tabela 6:
Tabela 7:

LISTA DE TABELAS

Produco de VINNOS ..........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e
Comparagdo de rendimento de secagem e umidade entre os métodos de

conservagao do Bagago ......cccueiiiiiieiiiieiie e
Comparacgdo das extragdes do COMPOSIO ....uvrerreeeeiriiiiiiiieeeeeeeeiiiiireeeeeee e
Concentragdo de Resveratrol €m /g ......vvvveeeeeeiiiiiiiiiieeee e
Parametros qualitativos dOS eXtratos........ccccuvvviiereeeeeriiiiiiiiiiee e
Dados consolidados dos parametros quantitativos dos extratos......................
Indice de germinacdo: efeito positivo do resveratrol sobre a inibicdo da

germinagao pela trifluralina..........cccceeeeeeiiiiiiiiii e



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:
Figura 11:
Figura 12:

umidade

Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:

LISTA DE FIGURAS

Distribui¢do majoritaria dos principais compostos fendlicos na uva ...................... 18
Estrutura quimica das antoCianinas ..........cccuvvvvieeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiereeeeeenes 19
Estrutura quimica da antoXantina..............cccvvvvieeeeeeeiiieiiiiieeeeeeeeeeiiireeeeee e 20
Estrutura quimica do 4cido benzoiCo ........cccuvvvviiiieeeiiiiiiiiieee e 20
Estrutura quimica do 4cido tartarico ..........cccvvvveeeeeeeeiiiiiiiiieee e 21
Estrutura quimica do tanino hidrolisavel e tanino condensado ...................... 22
Estrutura quimica do trans-resveratrol ............ccccceeeeviiiiiiiiiiieee e, 23
Diagrama das fases da 4gUa..........ceeeveeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 34
Sistema de vacuo para liofilizacdo de alimentos .............ccceevvvvveieeeeeeninnnnnee, 38
LAOTIHZAAOT . 40
Secagem pelos dois métodos empregados.........cevvvvveeeeeeeeriiiiiiiiieee e, 41

Comparagao entre os métodos de secagem a) rendimento secagem e b)

..................................................................................................................... 48
Comparagao entre média dos rendimentos das extra¢des do extrato bruto..... 49
Cromatograma das amostras de extrato € padrao...........cccceeeeeeeeivirieeeeeeeeennns 51
Comparagao da concentragdo de resveratrol nos métodos de secagem .......... 52
ESPECIIOSCOPIA -..eeeeeiiiiie ettt e et e e et e e 54
Indice de GerminaGAO ............o.oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
Atividade anti-genotoxica do resveratrol sobre a trifluralina...............c......... 57
Atividade antimutagénica do resveratrol............cccovveiiniiiiniiiiniieiiieceeee 57



CCE
DNA
EMPRAPA
ETEC
FATEC
FEEC
FIEMG
FTIR
HPLC
IBGE

IG

IQ

MN
MPEs
NISP
OoIv
OMS
PCS
PMSI

RL

RNA
SENAI
UNEP
UNICAMP
UPAs
UVIBRA
IPCS
OMS
UNEP

LISTA DE SIGLAS

Comissao das Comunidades Europeias
Acido desoxirribonucleico

Empresa Brasileira de Servigo Agropecuario
Escola Técnica

Faculdade de Tecnologia de Sorocaba

Faculdade de Engenharia Elétrica

Federagao das Industrias do Estado de Minas Gerais

Fourier Transform Infrared

High Performance/Pressure Liquide Chromatography

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Indice de germinacio

Instituto De Quimica

Micronucleo

Micro e Pequenas Empresas
National Industrial Symbiosis Programme
Organisation Internationale de la vigne et du Vin
Organiza¢do Mundial da Saude

Programa Internacional de Seguranga Quimica
Programas de Simbiose Industrial

Radicais livres

Acido ribonucléico

Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial
Programa Ambiental das Nagdes Unidas
Universidade Estadual de Campinas

Unidades Produtoras Agricolas

Unido Brasileira de Vitivinicultura

Programa Internacional de Seguranga Quimica
Organza¢do Mundial da Satde

Programa Ambiental das Na¢des Unidas



SUMARIO

1 INTRODUGCAO . ..o ueerrerererrenesessesesessssesessssssesesssssssssssssssssssssesssssssessssasssessssasessssasasens 12
| B0 157 5 1 RSP PUPPRP 14
1.2 ObJetiVOS ESPECTIICOS ..uurriiieeieiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e e e e e e et eeeeeeeesasanbbareeeeaeeeennnnnsneees 14

2 FUNDAMENTACAQO TEORICA ...uuueeeeerseerereescsesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssens 15
2.1 Produgo da VItICUILUTA..........cooeeeiieeeee e 15
2.2 COMPOSICAO A TVA ..uvvviiiiiieeeeeeiiiiiieeeeeeeeeesiiteeeeeeeeeessiabaereeeeeeeeeasnnssareeeaeeeeesnnnnsnnes 17

2.2.1 ANTOCIANINAS ......eeieiiiiteee ettt ee ettt e ettt e e e ettt e e ettt e e e ettt eeesaabeeeesannaeeeesannbeeeesans 18
2.2.2 ANTOXANEINAS ....veeieiiiiiieeeiitiee ettt ee e ettt e e e ettt e e e aabbe e e e e aabbeeesanbteeesannaeeeesanneeeeeaans 19
2.2.3 TANINOS  ..eteeeittee e e ettt ettt e ettt e ettt e e ettt e e e ea bttt e e e aabb et e e e aabbe e e e e anbbreeeeannbeeeeeans 21
2.2.4 RESVEIALIOL ..niiiiiiiiiiie et e e e e 22
2.3 Vinicultura SUStENTAVEL ..........cooiiiiiiiiiiiiii e 23
2.4 Residuos da VINICAGAO ...eeeeieieeiiiiiiiiiee e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e aeaneees 25
2.5 Tecnologias de reaproveitamento do 1esSidu0 ...........ccoeeiiiiiiiiiiieeeiiiieeee e, 26
B T B €1 1 o PSP 26
B T A 103 11 o T L] 7275 1 B 28
2.6 AlIMENTOS fUNCIONAIS .. .uvviiiieeeiieiiiiiiieeeeeeeeeeiie et e e e e e e et eeeeeeeeeesnaarabeeeaeeeeesnnnnneeees 28
2.7 Propriedades biologicas do resveratrol..............evviiiieeriiiiiiiiiiieee e 29
2.8 RAAICAIS TTVI@S ..oeeeiiiiiiiie ittt e e e e e et e e e e e e e e e snaaraeaeeaeeeeesnnnnssnees 30
2.9 ProcesSO A€ SECAZEIM...cceiuuiiiiieiiiiiiee ettt ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e et eeeeenneeeeas 31
2.9.1 DESIATALACAO ...vvvvveeeeeeeeeiiiiiieeeeeeee e ettt e e e e e e e e e siataaeaeeeaeeeeasssnsaaaeeaeeeesannnssnseeaaeens 31
2.9.2 TAOTIHZAGAOD ..vvvveieiieeeeeeiiitee ettt e e e e e e e e et a e e e e e e e e e e e naraaaeaeaaens 32
2.10 Mutagenese € antimMULAZENESE......cceeruurrieeeriiiieeeiiitieeeeeiteeeeetteeeeeanbeeeeeeaneeeeeeaneeeeas 34
2.11 Bioensaios de genotoxicidade e mutagenicidade...........c.eeeeriiiiiiiiiiiiiieiniiieeeeee. 35

3 METODOLOGIA ......uiiieiinnninnssnnisssseisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37
3.1 Obtenga0 dO DAZAGCO ..oeeoueeiiieeiiiiiee ettt e e e e et eeea 37
TR N 4410 ] 5 TR 38

3.2.1 Insumos adicionados a 80 Kilos de Uva..........c.uuvviiiieeiiiiiiiiiiiieee e 39
3.3 EXtragao do 1€SVETAtIOl.....cccuuiiiiiiiiiie et e e e 41
3.3.1 Material UtIHZadO.........uvviiiiiieeiiiiiiieeee ettt e e e e re e e e e e e e eaees 41
3.3.2 MO0 A€ EXITAGAD ...uvvvviiiieeeeeieiiiiieee e e e e e eeeiiee et e e e e e e et e e e e e e e e e e e aabraaeeeeeeeeeannes 41
3.4 Caracterizag@o e quantificagdo do resveratrol ...........cccoceeeviiiiniiiiiiiiciiicec e 42
3.5 Bi0€nSaio de A/TUM COPA ...........coeeeiuiiiiiiiiiie ettt 44
3.5.1 Material utilizado.......c.c.eeiiiiiiiiiiiiiic e 44
3.6 Determinacdo do efeito antimutageniCo ..........ceevuvieeeriiiiieeeiiiiieeeeriieeeeeeiiieeeeeiieeee e 46
3.7 ANALISE EStAtISTICA ...eeeeeeiiiiieiiiiiie e et e e 46

4 RESULTADOS ...cuuuiiiitiiinutiiinnnicnsneeicsssescsssescsssescssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
4.1 Secagem dO DAZACO .....ceeeiiiiiieeiiiiie e e 47
4.2 Andlise por HPLC ......ooiiiiiie et e 50
4.3 Andlise qualitativa por FTIR .........oooiiiiiiiiiiiiee et 53
4.4 Avaliagdo da atividade biologica do resveratrol: bioensaio de Alium cepa.................. 55

S DISCUSSADQ ...uunininsinscnscsiasissssscssssssssssssssssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 58

6 CONCLUSAD ...cuvninininininisinessissessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssess 60

T REFERENCIAS ...vveeeveveeeeeveseesesessnsssesesessssssssssssssssssasssessssssssssssssssssssnsasssssssssssssssassssns 62




12

1 INTRODUCAO

O setor agricola produz uma grande quantidade de subprodutos e residuos
representando um crescente interesse industrial, tanto por razdes econdmicas como por razdes
ambientais e de sustentabilidade. Isto também ¢é verdadeiro quando estes residuos sdo
provenientes da vinificacdo (SPIGNO ez al, 2008). As vinicolas estdo entre as industrias que
mais sofrem com o acimulo de residuos orgéanicos, bem como entre as que buscam por novas
tecnologias para agregar valores aos residuos, além de diminuir o impacto ambiental. Embora
as vinicolas gerem residuos biodegradaveis, os mesmos necessitam de um tempo minimo de

degradacio, constituindo uma fonte de poluentes (HUBER ez a/ 2012).

O bagago da uva ¢ o principal residuo gerado no processo de vinificacdo e a sua
utilizagdo tem um importante impacto na redu¢do de residuos, permitindo agregar valor, ja
que neste material, que hoje ¢ desperdicado e subutilizado, encontram-se varias substancias
bioativas e ricas em polifenois (SALES ef al, 2012). A maior parte do bagaco da uva ¢
destinada a compostagem e a ragdo animal e, pequena parte, ¢ destinada a fabricacdo de
bebidas destiladas e fermentadas (TORRES ez al, 2002). O bagaco da uva contém polifendis,
reconhecidos pela capacidade antioxidante e por seus efeitos benéficos a saude humana, mais
especificamente na prevencdo de diversas enfermidades como as cardiopatias, neuropatias,

além do desenvolvimento de neoplasias (HARBONE, WILLIAMS 2000; LEE, ef al, 2012).

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que tém a capacidade de reagir com os
radicais livres restringindo seus efeitos deletérios ao organismo, retardando a velocidade de
oxidagdo, através de um ou mais mecanismos, além da inibi¢do de radicais livres como a
complexacdo com metais (ROCKENBACH, 2008). Sabe-se que os radicais livres (RL)
apresentam no atomo da ultima camada eletronica, um nimero impar de elétrons conferindo

alta reatividade a estas particulas CONTINGUIBA et al, 2013).

Os principais antioxidantes encontrados na uva s3o os compostos fenolicos,
substancias amplamente distribuidas na natureza, em particular nas frutas e vegetais. Os
compostos fendlicos sdo formados pelas antocianinas, flavonoides e derivados de estilbeno,

trés classes de compostos que apresentam caracteristicas peculiares e desempenham papéis
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importantes nas plantas, como por exemplo, em resposta a uma situacdo de estresse contra o
ataque de patoégenos (VACCARI, et al, 2009; FLAMINI et al, 2013). Dentro da classe do
estilbeno ¢ de particular interesse o resveratrol que tem sido descrito como um composto
antioxidante e anti-inflamatdrio, apresentando atividade anti-neoplasica e efeito protetor
cardiovascular, além de promover aumento da longevidade, devido a sua capacidade de
reduzir a agregacdo de plaquetas, modulando o metabolismo dos lipideos e inibindo a
oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade (FRANKEL et a/,1993; WANG et al, 2002;
SHIMA et al, 2013).

O resveratrol funciona como uma fitoalexina sintetizada nas plantas em resposta ao
estresse bidtico como ferimentos na uva decorrente de acdo fungica ou abidtico, como
exposi¢do a radiagdo ultravioleta (SAUTTER ef al, 2005). Durante a ultima década o
resveratrol demonstrou possuir um amplo espectro de propriedades farmacoldgicas, visto que
acOes bioquimicas e moleculares contribuem para os seus efeitos contra células pré-
cancerosas. O resveratrol age nas trés fases distintas da carcinogénese (iniciacdo, promog¢ao e
progressdo), por modulagcdo controla vias de transducdo de sinais que controlam a divisdo
celular e crescimento, apoptose, angiogénese, inflamagdo e metdstase, e por isso &
considerado por alguns, como uma promissora terapia anticincer (MORAES e LOCATELLI,
2010). A propriedade anticancer do resveratrol € apoiada por estudos que demonstraram sua
inibic@o sobre a proliferagdo de uma grande variedade de células tumorais humanas in vitro

(SHUKLA e SHING 2011).

A grande procura da humanidade por produtos que favorecam uma vida saudéavel tem
impulsionado novas pesquisas com compostos naturais como € o caso dos polifenois,
destacando o resveratrol, que estd presente em diversas plantas, especialmente nas uvas e que

permanecem no bagago apds a fermentacgdo e prensagem (SAUTTER, 2005).

Neste trabalho foram estudadas metodologias para avaliar comparativamente métodos
de preservagdo do teor e qualidade, bem como a atividade biologica do composto fendlico
resveratrol, a partir do residuo da vinicultura, com proposta de aproveitamento deste residuo.
Espera-se ainda, contribuir com subsidios para serem extrapolados em testes in vivo e auxiliar

no direcionamento da colheita, a partir de andlises com quantidades de resveratrol ja
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padronizadas antes da colheita de uvas, e, como consequéncia, agregar-lhe valor econdmico,
pela otimizagdo da extragdo e utilizagdo do principio ativo resveratrol, de conhecida

propriedade farmacoldgica, além da minimizagdo dos impactos ambientais deste residuo.

1.1 Objetivo

O presente estudo se propOs a avaliar comparativamente métodos de preservagdo e
extragdo do resveratrol e confirmar, por meio de ensaio in vitro, as suas propriedades anti-
cancer, como subsidios para a utilizag@o sustentavel do residuo da vinicultura, como também,

para a aplicag@o bioldgica do principio ativo.

1.2 Objetivos especificos

e Padronizar técnica de extracdo organica do resveratrol no laboratorio da Escola
Técnica (ETEC) Benedito Storani do Centro Paula Souza em Jundiai,

e Identificar e quantificar o principio ativo por High Performance/Pressure Liquide
Chromatography (HPLC) e Fourier Transform Infrared (FTIR) com as colaboragdes
dos laboratérios das Escola Técnica (ETEC) Conselheiro Antonio Prado do Centro
Paula Souza em Campinas, Escola SENAI (Servico Nacional de Aprendizagem
Industrial) “Horacio Augusto da Silveira” , a Faculdade de Engenharia Elétrica da
Universidade Estadual ( FEEC-UNICAMP) e do Instituto de Quimica ( IQM -
UNICAMP)

e Quantificar o rendimento do composto fendlico por massa de residuo soélido,
comparando-se dois processos de retirada de dgua, por calor (desidratacdo) e por
sublimacdo (liofilizagdo);

e Quantificar o principio ativo no composto fendlico, comparando-se dois processos de
retirada de dgua, por calor (desidratacdo) e por sublimagdo (liofilizacdo);

e Avaliar a atividade anti-mutagénica do resveratrol em ensaio com Allium cepa, a fim

de contribuir com os achados da literatura sobre a atividade bioldgica deste composto.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Produc¢ao da viticultura

Dados historicos revelam que a primeira introdu¢@o da videira no Brasil foi feita pelos
colonizadores portugueses em 1532, por Martin Afonso de Souza, na entdo Capitania de Sao
Vicente, hoje Estado de Sdo Paulo. A partir deste ponto e, através de introdugdes posteriores,
a viticultura expandiu-se para outras regides do pais, sempre com cultivares de Vitis vinifera
procedentes de Portugal e da Espanha. O termo viticultura refere-se a ciéncia que estuda o
cultivo da uva, que podera ser utilizada para diversos fins como elaborag¢do de vinhos, uva-
passa e suco, ja o termo vinicultura ¢ a ciéncia que tem como objetivo a produ¢do do vinho.
Um terceiro termo seria a vitivinicultura que ¢ juncdo dos dois termos anteriores abrangendo
desde o cultivo da uva até a producdo do vinho (CV, 2014). Nas primeiras décadas do século
XIX, com a importacdo das uvas americanas procedentes da América do Norte, foram
introduzidas as doencas fingicas que levaram a viticultura colonial a decadéncia. A cultivar
Isabel passou a ser plantada nas diversas regides do pais, tornando-se a base para o
desenvolvimento da vitivinicultura comercial nos Estados do Rio Grande do Sul e de Sao
Paulo. Mais tarde, a partir do inicio do século XX, o panorama da viticultura paulista mudou

significativamente com a substituicdo da Isabel por Nidgara e Seibel. (PROTAS et al, 2002 ).

No Estado do Rio Grande do Sul, foi incentivado o cultivo de castas viniferas através
de estimulos governamentais. Nesse periodo a atividade vitivinicola expandiu-se para outras
regides do sul e sudeste do pais, sempre em zonas com periodo hibernal definido e com o
predominio de cultivares americanas e hibridas. Entretanto, na década de 70, com a chegada
de algumas empresas multinacionais na regido da Serra Gaucha e da Fronteira Oeste
(municipio de Sant'Ana do Livramento), verificou-se um incremento significativo da area de
parreirais com cultivares Vitis vinifera (PROTAS et al, 2002). Segundo o IBGE (2015), foram
produzidos no Brasil 1.507.419 toneladas de uvas e, deste total produzido, o estado de Sao
Paulo corresponde a 157.106 mil toneladas de uvas o que representa 10,4% do total da
producdo, a regido sul, 1.025.475, 68 %, o nordeste 317.904, 21,1 % e a regido centro-oeste
6.934, 0,5 % (IBGE, 2014).
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Duas caracteristicas marcantes da vitivinicultura brasileira sdo a diversidade ¢ a
complexidade. Na verdade, temos diversas vitiviniculturas no pais, cada uma com sua
realidade climatica, fundidria, tecnologica, humana e mercadologica (PROTAS, 2003). A
videira pertence ao género Vitis, tendo mais de sessenta espécies, entre as quais a Vitis
vinifera com 17,12% de hectares plantados, que conta com mais de cinco mil variedades,
como Cabernet Sauvignon, Merlot, Chardonnay, Cabernet Franc, Tannat, Ancellota, Pinot
Noir e Egiodola, mais expressivas no sul do pais, e as espécies Syrah e Alicante Bouschet,
mais importantes na Regido Nordeste (CAMARGO, 2012). As uvas americanas e hibridas
representam mais de 80% da produgdo brasileira de uvas para processamento e tém
significativa importancia também como uvas de mesa. Cerca de quarenta cultivares entre
labruscas, bourquinas e hibridas interespecificas compde o elenco varietal brasileiro. As
principais cultivares tintas sdo Isabel, Bordd, Concord, pertencentes a espécie Vitis labrusca,
com grande aptiddo para a elaboragcdo de suco, mas também utilizadas para a producdo de
vinhos; as cultivares Jacquez, Herbemont e Cynthiana, de Vitis bourquina, usadas para vinho
e suco; e, Couderc Tinto e Seyve Villard Tinto, hibridas interespecificas, também usadas para

a producao de vinhos e suco (CAMARGO, 2012).

Observa-se na Tabela 1 que o Rio Grande do Sul produziu em 2015, 214.265.429
litros de vinhos e derivados (UVIBRA, 2015), deste total 18 -20% resultam em residuo da
uva (CAMPOS, 2005).

Tabela 1 - Produgio de vinhos

Produto Quantidade (em lIts.)
VINHO DE MESA 195.282.333
VINHO FINO DE MESA 18.982.621
(VINIFERA)
TOTAL DE VINHOS 214.265.429

Fonte: Unido Brasileira de Vitivinicultura - UVIBRA

A cidade de Jundiai engarrafa aproximadamente 30 milhdes de litros/ano de vinho
proveniente do Rio Grande do Sul e produz a partir de uvas da regido aproximadamente 300

mil litros/ano. (SINDICATO DA IND. DO VINHO DE JUNDIAI, 2014).

A uva ¢ o principal produto agricola de Jundiai, sendo cultivada em pequenas areas e

com a elaboracdo predominante de vinho artesanal, baseada em cultivares americana e
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hibrida. No ano de 2007/2008, Jundiai tinha 284 Unidades Produtoras Agricolas (UPAs)
destinadas a viticultura em uma area total de 2.941,8 ha, sendo 732,1 ha de uva. A destinacao
principal da producdo € para o consumo in natura, sendo uva para mesa em 92,25% das
UPAs, para vinho em 5,99% e para suco, 0,35%. Predomina no municipio a Nidgara rosa,
plantada em 98,59% das UPAs. As cultivares utilizadas para vinho s3o a Corbina, Isabel,

Maximo e Moscatel (VERDI et al, 2010).

A uva Syrah ¢ destinada a produgdo de vinhos tintos jovens. Os produtores de Jundiai
tém se interessado pelo plantio da Syrah com o objetivo de obter vinhos de qualidade superior
aos cultivares americana. A Syrah € uma uva tinta muito bem adaptada aos climas quentes,
como o sul da Franca e com excelente adaptagdo em terras australianas, para onde foi levada
em 1832. Embora com utilizagdo menos expressiva de uva para vinho, viticultores da regido
de Jundiai vém demonstrando interesse na implementacdo de areas com uvas que propiciem a
obten¢do de vinhos de qualidade superior aqueles elaborados na regiao (ORLANDO et al,
2008).

O bagago da uva ¢ um residuo industrial obtido a partir do processo de vinificacdo,
sendo composto por semente, casca ¢ engaco da uva e por uma pequena parte do mosto ou do

conjunto mosto/vinho que as embebe (CAMPOS, 2005 e MELO 2010).

Segundo dados da industria, durante a produgdo de 100 litros de vinho tinto, onde se
obtém 25 kg de subprodutos do vinho tinto, 17 kg sdo de bagago, ou seja, 68%. Atualmente
estes subprodutos estdo sendo utilizados como ragdo animal e como adubo de vinhedos
favorecendo os sistemas agricolas familiares e por outro lado permitindo as vinicolas a doagéo
ou venda deste subproduto que ¢ considerado um material poluente quando jogado ao ar livre,
impactando o ambiente e, ao alcangar o lengol freatico, comprometendo as dguas. E também
utilizado para fabricacdo da graspa, minimizando o acumulo desta biomassa (CAMPOS,

2005).

2.2 Composiciio da uva

A uva, qualitativamente e quantitativamente possui substdncias muito ricas, em

particular os polifendis, que sdo antioxidantes naturais, sendo os principais fenolicos
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presentes na uva, os flavonoides (antocianina e flavondis), os estilbenos (resveratrol), os
acidos fendlicos (derivados dos acidos cindmicos e benzoicos) e uma larga variedade de
taninos (PIRES, 2010), sendo trés classes de compostos com caracteristicas peculiares
desempenhando importantes fungdes no metabolismo das plantas. A composi¢cdo fendlica ¢
afetada por diferencas de espécies, das condigdes ambientais e das praticas culturais, regido
geografica e vinificagdo empregada (FLAMINI ez al, 2013; SHIMA, 2013). Os compostos
fenolicos contribuem para a qualidade do vinho e tem efeitos na saude humana (FLAMINI ef
al, 2013). Entre as frutas, a uva ¢ uma das maiores fontes de compostos fendlicos (SHIMA,

2013). A distribuicao dos principais compostos fendlicos nas uvas esta representada na Figura
1.

Figura 1 - Distribui¢@o majoritaria dos principais compostos fenolicos na uva.

sementes - taninos

] polpa - taninos e
acidos fendlicos
L |casca-antocianinas, taninos

e resveratrol

Fonte: Rockenbach (2008).

Os flavondides s@o importantes pigmentos encontrados na natureza com grande
frequéncia e unicamente nos vegetais. Todos tém uma estrutura C;-Ce¢-Cs, sendo que as partes
da molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. Os flavonoides sdo divididos em
antocianinas e antoxantinas (BOBBIO e BOBBIO, 2003). Segundo Soares et a/ (2008), as
sementes e cascas da uva contém os flavonoides catequina, epicatequina, procianidinas e

antocianinas, acidos fenolicos e resveratrol.

2.2.1 Antocianinas

As antocianinas (Figura 2) sdo responsaveis pelas cores azuis e vermelhas. Estio

presentes nas cascas € sdo responsaveis pela coloragdo das cascas de uvas tintas (VACCARI,
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2009), e segundo Bobbio ¢ Bobbio (2003), as antocianinas sdo pigmentos responsaveis pelas
cores vibrantes das frutas, variando do vermelho vivo ao violeta e azul, sdo obtidos muito

facilmente através de extrag@o a frio com metanol ou etanol fracamente acidificado.

Figura 2 - Estrutura quimica das antocianinas
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Fonte: Freitas e al (2013).

2.2.2 Antoxantinas

As antoxantinas (Figura 3) compreendem duas classes de compostos, as flavonas e os
flavonois que sdo os pigmentos mais abundantes responsaveis pela cor amarelada de vegetais
e funcionam como a co-pigmentag¢do das antocianinas, mas sdo fracamente coloridas. Forma
com ions férricos complexos de cores fortes, sua estrutura deriva da fenilbenzopirona. Nao ha
diferenca significativa entre as flavonas e os flavondis uma vez que as flavonas sdo flavondis
onde a posi¢do trés da molécula esta hidroxilada, mas podem ser facilmente separadas por
analise em cromatdgrafo, devido as suas propriedades espectréficas (BOBBIO e BOBBIO,
2003).
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Figura 3 - Estrutura quimica da antoxantina
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Fonte: Bobbio ¢ Bobbio (2003).
2.2.3 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos englobam o acido benzoico (Figura 4) e o acido cindmico, os
quais sao encontrados na forma de acido tartarico (Figura 5), cujas quantidades sdo
influenciadas pelo diferentes cultivares. Sao considerados metabodlitos secundarios produzidos
pela planta como defesa contra agentes patogénicos de plantas feridas (SAHEL, 2014). De
ocorréncia natural em animais e plantas, o acido benzoico € constituinte de muitos alimentos,
como frutas (principalmente mirtilo e ameixas), produtos lacteos, canela, cravo, com relatos

de concentragdes maximas encontradas de 40 mg/kg de alimento (GAVA, 2009).

Figura 4 - Estrutura quimica do 4cido benzoico

Q
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Fonte: Theron e Lues (2009).

O 4cido tartarico ¢ o principal composto responsavel pela acidez do mosto da uva. A
sua presenca no mosto estd relacionada com aspectos fisiologicos da maturacdo da uva, com
os fatores naturais de clima e solo da regido e com as praticas agrondmicas da producdo. A
proporcdo de acido tartarico e dcido malico é importante para definir o ponto de maturacio da

uva e direcionar o sistema de vinificagdo (RIZZON e SGANGERLA, 2007).
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Figura 5 - Estrutura estereoquimica do acido tartarico

OH O

HO
OH

O OH

Fonte: Miwa (2009).

2.2.3 Taninos

Os taninos sdo amplamente distribuidos nas plantas, variando do branco ao marrom
claro, e na presenca de agua, formam solucdes coloidais de sabor adstringente. Precipitam
proteinas e na presencga de ions férricos dao solugdes pretas azuladas. Com a maturacdo das
frutas a tendéncia € a perda de taninos. (BOBBIO ¢ BOBBIO, 2003). Sao classificados em
dois grupos, os hidrolisdveis (Figura 6a), constituidos de misturas de fenodis simples e os
condensados (Figura 6b), constituidos de unidades de flavonol, sdo resistentes a hidrolise e

soliveis em solventes organicos (BATTESTIN, 2004).



Figura 6 - a) Estrutura quimica do tanino hidrolisavel e b) Estrutura quimica do tanino condensado
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Fonte: Battestin (2004).

2.2.4 Resveratrol

22

O resveratrol representa, do ponto de vista nutricional, o composto fenolico mais

importante do vinho, ¢ encontrado na casca da uva e apresenta atividade bioquimica, como

inibidor da agregacdo plaquetdria e coagulagdo, também apresenta a¢@o anti-inflamatoria,

regula 0o metabolismo lipoproteico e age como quimiopreventivo evitando certos tipos de

cancer (MORAES ef al 2010; FLAMINI, 2013; LEE, 2012).

O resveratrol ¢ uma fitolalexina produzida pela videira em resposta a uma situacio de

estresse contra o ataque de patogenos (SAUTTER, 2005; VACCARI, 2009), mas segundo

Flamini (2013), os defensivos agricolas como os herbicidas e ativadores das plantas, atuam na



23

videira como indutor na sintese dos polifenois, sendo a maioria deles fungicidas, mas a
influéncia dos defensivos agricolas e ativadores na sintese de polifendis ainda necessitam de

mais estudos.

Na molécula de resveratrol encontram-se dois anéis benzénicos, um portando duas
hidroxilas e outro apenas uma, caracterizando um polifenol. O resveratrol ¢ sintetizado sob
duas formas isoméricas na planta: a forma trans resveratrol e a forma cis-resveratrol. A forma
trans resveratrol ¢ fotossensivel, sendo transformada em cis na presenca de luz visivel
(SAUTTER, 2005). A presenca de uma ligacdo dupla entre os anéis aromaticos estende a
deslocalizagdo eletronica e leva a possibilidade de isomeria cis e trans. A forma trans (Figura

8) ¢ mais abundante e esta localizada na casca da uva (WANG et al, 2002).

Figura 7 - Estrutura quimica do trans-resveratrol
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Fonte: Bastos et al (2009).

Sua molécula ¢ uma estrutura com partes polares a apolares, sendo, portanto, solivel
em etanol. Pertence a classe dos estilbenos, predominantemente na semente e na casca da uva
(Vitis vinifera, americanas e hibridas) podendo haver uma variacdo consideravel nas
concentragdes em todas os cultivares, devido a regido geografica, as condi¢cdes de crescimento
e as tecnologias de vinificagdo empregadas. (VACCARI, 2009; GU ef al, 2013). Encontra-se
o resveratrol nos vinhos tintos e suas concentragdes sdo muito variadas concentrando-se nas

células da pelicula da uva, por isso seu teor € maior nos vinhos tintos (VACCARI, 2009).

2.3 Vinicultura sustentavel

Segundo o Relatorio Brundtland (WORLD COMMISSION ON ENVIROMENT AND
DEVELOPMENT, 1987) o termo desenvolvimento sustentdvel ¢ aquele que satisfaz as



24

necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geragdes futuras de satisfazerem
as suas proprias necessidades. Este tema ¢ um desafio complexo, visto que o agravamento dos
impactos ambientais tem consequéncias econdmicas € sociais. A populacdo se torna mais
exigente e toma consciéncia dos problemas gerados pela quantidade de residuos descartados
na natureza, assim como o mundo corporativo, que também tem dado o devido
reconhecimento da importancia do correto destino aos residuos (PROGETTI et al, 2013). De
acordo com Vit (2009), o conceito de sustentabilidade refere-se ao aproveitamento integral e a
valoriza¢do da matéria-prima e também definido como um processo de eliminagdo, que até

pouco tempo atrds era chamado de rejeitos.

Para relacionar sustentabilidade com a produ¢do de uvas e vinhos, surge um novo
termo, “’vitivinicultura sustentavel” que pela Oganisation Internationale de la vigne et du Vin,
(OIV) (2008) a defini¢do deste termo € um sistema que combina sustentabilidade econdmica
dos territdrios, produtos com qualidade, seguranca e saude dos consumidores, gerenciando
riscos ao ambiente e valorizagdo de aspectos patrimoniais, historicos, culturais, ecoldgicos e

paisagisticos (FLORES e MEDEIROS, 2012).

A sociedade atual estd preocupada com a sustentabilidade, ha necessidade da
interveng@o humana com intuito de reduzir ou remediar o impacto ambiental causado pelos
residuos sélidos como, por exemplo, o bagaco da uva que € o principal residuo gerado do
processo de vinifica¢do, proporcionando uma importante estratégia para minimiza¢do do
impacto ambiental dos mesmos com consequente producdo de produtos com valor agregado

(BAIL et al, 2008).

Os residuos provenientes da vinificagdo podem ser matéria-prima para outras
atividades como a compostagem (MELO ef al, 2010), a produgéo de graspa (RIZZON, 2006)
e a producdo de fertilizantes, devolvendo a prépria videira mais de 50% dos nutrientes
retirados, como nitrogénio, fésforo e potassio, os quais sdo praticamente livres de
contaminantes. Com isso, a videira tem condi¢des de ser menos dependente de insumos

provenientes do extrativismo e devolver a natureza seus proprios residuos (FERRARI, 2010).

Em suma, a crescente demanda por alimentos benéficos a satide vem acompanhada
com a preocupacio por processos que produzem menos volume de residuos s6lidos ou que os

mesmos sejam reaproveitados (VIT, 2009).
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2.4 Residuos da Vinificacio

Desde o inicio da historia da humanidade as populagdes utilizavam, para sua
sobrevivéncia, plantas, animais e minerais, os quais eram transformados em alimentos,
ferramentas e vestiarios. Deste processo resultavam residuos dos materiais excedentes que
eram simplesmente descartados, sendo uma pratica admissivel, visto que a populacdo era
pequena e nomade. O ambiente se encarregava de absorver estes residuos sem causar
impactos ambientais. Durante o processo de industrializagdo da uva sdo geradas sobras que se

denominam de residuos podendo ser sélidos ou liquidos (FERRARI, 2010).

De acordo com a Lei n® 12.305, de 2 de agosto de 2010, o conceito de residuo solido é:

material, substancia, objeto ou bem descartado resultante de atividades humanas em
sociedade, a cuja destinag¢do final se procede, se propde proceder ou se esta obrigado
a proceder, nos estados solido ou semissdlido, bem como gases contidos em
recipientes e liquidos cujas particularidades tornem inviavel o seu langcamento na
rede publica de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solugdes técnicas
ou economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel.

Na industrializa¢do de produtos provenientes da uva tem-se o vinho, sucos, geleias,
uva passa, compotas e cosméticos, que no processo de fabricacdo geram residuos sélidos, que
na sua maioria sdo descartados. Na industrializagdo do vinho e do suco € descartada grande
quantidade de residuo que, apesar de ser aproveitado como compostagem, adubo para a
videira e derivados como a graspa, ainda constitui volume consideravel. Além disto, descarta-
se um residuo com substancias bioativas que poderiam ser aproveitadas. A riqueza desses

materiais faz deles fontes de antioxidantes (PERIN ez a/, 2011).

Os subprodutos da vinificagdo sdo separados durante o esmagamento e a prensagem
das uvas e a recuperag@o destes residuos pode representar um grande avango na manutengio
do equilibrio ambiental, visto que, para as vinicolas esta grande quantidade de residuos ¢
motivo de problemas de armazenagem, transformagdo ou eliminagdo em termos ecolégicos e

economicos (CZAMANSKI, 2013).

Na Europa a utilizagdo de subprodutos da vinificagdo ¢ um problema no contexto dos
regulamentos recentemente estabelecidos, que instauram medidas contra o descarte de

subprodutos do vinho que podem afetar a erosdo do solo e sua compactacdo bem como a
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qualidade das aguas subterraneas (CCE, 2006). A quantidade de residuos gerados, se ndo
forem devidamente tratados causam sérias consequéncias a0 meio ambiente decorrentes da
polui¢do dos solos devido a acidificacdio e contaminacdo das aguas, pois estes liberam
quantidades significativas de efluentes liquidos dispostos no solo, ocasionando baixo
rendimento produtivo da lavoura. Estes residuos possuem grande quantidade de compostos
organicos, que ao serem langados no meio ambiente liberam quantidades excessivas de
nutrientes como fosforo e nitrogénio podendo causar a eutrofizagdo de ambientes aquaticos
(FERRARI, 2010 e CZAMANSKI, 2013). O resultado ¢ a reducdo do oxigénio dissolvido e
consequente morte de microrganismos aerobios com o desequilibrio do ecossistema local
(CZAMANSKI, 2013). A aplicacdo do bagago de uva ao solo sem tratamento apresenta
inconvenientes relacionados a biodisponibilidade, devido ao seu alto teor de cobre e
manganés, que além de ocasionar fitotoxicidade, liberam metabolitos toxicos como fendis,
aumentando a quantidade dos metais ao solo proveniente dos tratamentos fitossanitarios
realizados na vinha. A acidez do solo pode acentuar-se, com reflexos negativos para o

desenvolvimento do vegetal e na qualidade da produ¢do (FERNANDES et al, 2005).

Caso haja o tratamento bioldgico do bagaco, como a compostagem, haveréd a reducéo
da biodisponibilidade dos agentes toxicos como o cobre para as plantas, por complexacdo dos
acidos hiimicos que se originam durante a fase de maturacdo da compostagem (FERNANDES

et al, 2005).

As substancias hiimicas sdo reconhecidas como principal componente da matéria
organica, influenciando as propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos solos. A adi¢do
destes compostos no solo pode estimular o crescimento das plantas (OLIVEIRA, 2011).
Assim, todos os materiais solidos provenientes da industrializagdo da uva e que ndo tem

utilidade constituem residuos indesejados e sdo descartados. (FERRARI, 2010).

2.5 Tecnologias de reaproveitamento do residuo

2.5.1 Graspa
O termo grappa (grafia italiana) ¢ de origem germanica. Os diversos dialetos italianos
atribuem diferentes grafias a graspa: grapa (Lombardia), rapa (Piemonte), graspa (Véneto),

sendo o termo graspa mais utilizado no Brasil, provavelmente porque os imigrantes italianos
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que colonizaram a Serra Gaucha eram provenientes de Véneto. A graspa é um subproduto da
vinificagdo e corresponde ao bagago da uva. A porgdo nobre do bagago, para a producdo da
graspa, ¢ a pelicula que representa aproximadamente 60% do peso do bagaco, enquanto a

semente participa com 25% a 30% do peso (RIZZON, 2006).

O processo de fabricacdo da graspa ¢ a destilagdo, iniciando-se com a colocacdo do
bagaco e de um determinado volume de agua, suficiente para submergi-lo na caldeira do
alambique. A propor¢do de dgua utilizada, normalmente, ¢ de uma parte de bagaco, para uma
parte de agua. O calor obtido através da caldeira deve ser mais intenso no inicio, até quando o
destilado comeca a sair no condensador. Nesse momento, a intensidade da chama deve ser
reduzida e a destilagdo continuar até quando o alcodometro assinalar 10°GL. Esse destilado,
que corresponde a totalidade do alcool extraido do bagago, apresenta entre 15°GL e 20°GL
de alcool, e deverd ser submetido a uma segunda destilagdo. O tempo gasto nessa primeira
destilagdo ¢ variavel em fung¢do do tamanho do alambique, da intensidade da chama e do teor
alcodlico do bagaco. O produto obtido na primeira destilagdo deve ser armazenado em
recipiente adequado, até que se obtenha um volume suficiente para efetuar a segunda

destilagao.

A segunda destilagdo deve ser feita lentamente, controlando a intensidade do fogo e,
consequentemente, a vazdo do destilado. Nessa fase, para garantir a qualidade da graspa,
deve-se obrigatoriamente separar as diferentes partes do destilado, a cabeca, corpo ou coracdo
e cauda. A cabega ¢ formada pela fragdo do destilado que sai por primeiro com graduacio
alcoolica de 75°GL a 70°GL e representa entre 2% e 4% do volume total do liquido da
caldeira. S3o componentes caracteristicos da cabe¢a o aldeido acético e o acetato de etila. O
corpo ou coragdo do destilado representa a fracdo que sai do alambique a seguir, com
graduacgdo alcoodlica de 70°GL até 40°GL. Em volume, o coragdo representa entre 70% e 80%
do destilado. E a por¢io mais importante do destilado, pois apresenta a maior quantidade de
alcool etilico e a menor propor¢do de componentes secunddrios como as impurezas e
componentes ndo alcoois. A cauda ¢ formada por compostos volateis, como o furfural e o
lactato de etila. O volume correspondente a por¢do da cauda representa entre 10% e 20% do
volume total do destilado. Concluida a destilacdo, a por¢do referente ao corpo ou coracdo ¢
separada para receber os tratamentos adequados até ser consumida na forma de graspa. As

demais partes, referentes a cabega e a cauda, devem ser armazenadas conjuntamente e depois
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redestiladas isoladamente, ou junto com a corrente. A graspa obtida da destilagdo da mistura,
entre as por¢des de cabega e cauda, ndo apresenta a mesma qualidade daquela proveniente da

destilagdo normal (RIZZON e MENEGUZZO, 2006).

2.5.2 Compostagem

Outra fungdo dada ao residuo da uva ¢ a compostagem, que ¢ um processo bioldgico
de transformacdo de matéria organica em substancias himicas, sendo a matéria organica
digerida pelos microrganismos em condi¢des Otimas de temperatura, umidade, aeracdo, pH e
qualidade da matéria prima (EMBRAPA, 2006). Os residuos orgéanicos da uva podem ser
usados como fonte unica de nutriente ou complementar aos fertilizantes minerais na adubagao
de implantacdo, crescimento ou manutengdo da videira. Ele ¢ usado em videiras para
producdo de uvas de mesa e vem sendo utilizado em vinhedos de viniferas destinadas a

elaborag@o de vinhos tintos ou brancos, principalmente organicos (MELO et al, 2010).

Segundo Melo (2010), ndo hd o conhecimento da melhor forma como o composto
organico ¢ aplicado no solo e, alguns viticultores, distribuem o composto no interior de covas
abertas no mesmo lado das linhas de plantio das videiras ou em lados alternados ao longo dos
anos e, com 1sso, espera-se maior area de contato do solo com o composto, estimulando sua
decomposi¢do pelos microrganismos do solo e, por consequéncia, a liberacdo de nutrientes,
especialmente nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K). No entanto, a abertura de covas
provoca o corte de raizes, o que potencializa a ocorréncia de doencas como os fungos
diminuindo as reservas de substancias nitrogenadas e os carboidratos (SANHUEZA e
SONEGO, 1993), e principalmente o declinio do vinhedo devido ao corte das raizes. Outra
forma para a aplicagdo ¢ a distribuicdo superficial do composto orgénico, que ¢ de baixo custo
e contribui com a diminui¢do de plantas daninhas e a evaporagdo da agua do solo para regides
secas, aumentando a taxa de infiltracdo de 4gua (MELO ef al, 2010). A forma de aplicagdo do
composto organico, a superficie ou em covas, ndo afeta a produ¢do de uvas e nem altera o

estado nutricional das plantas, nem tampouco a composi¢cdo do mosto (MELO et al, 2012).

2.6 Alimentos funcionais

A produgdo de resveratrol a partir de fontes sustentdveis ¢ desejavel devido ao
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aumento da demanda destes compostos pelas industrias farmacéuticas e de nutracéuticos
(FLAMINI, 2013). A produgdo pretendida de resveratrol se alicer¢a na fabricacdo de
alimentos funcionais (Portaria n® 398, de 30 de abril de 1999-Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude), que estabelece as diretrizes bdasicas para andlise e
comprovacgdo de propriedades funcionais e ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos
(CZAMANSKI, 2013). Alimentos funcionais podem ser definidos como qualquer substancia
ou componente de um alimento que exerce beneficio a saude, incluindo a prevengdo e o

tratamento de patologias (POLLONIO, 2000 e HASLER 2000).

O interesse por alimentos funcionais disparou na ultima década com o movimento de
cuidado com a saude, mudangas nos regulamentos de alimentos e comprovacdes cientificas
dos beneficios dos alimentos funcionais, fato que tem resultado em uma série de alimentos no
mercado, com a fun¢do de prevencdo de doencas cronicas relacionadas ao envelhecimento

(HASLER, 2000).

Segundo a Portaria n® 398, de 30 de abril de 1999-Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Sadde, o alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de
saude pode, além de fungdes nutricionais basicas, produzir efeitos benéficos a saiude, devendo
ser seguro para consumo sem supervisdo médica. Para que um alimento ou produto possa ser
considerado como funcional devera respeitar alguns critérios como: exercer acdo metabolica
ou fisiologica que contribua para a saude fisica e para a diminui¢do de morbidades cronicas;
integrar a alimentacdo usual e os efeitos positivos devem ser obtidos em quantidades ndo

toxicas, perdurando mesmo apds suspensio de sua ingestao.

2.7 Propriedades bioldgicas do resveratrol

Os estudos do resveratrol iniciaram com Jang et al (1996), os quais aplicaram o
principio ativo de forma topica em ratos para tratamento quimiopreventivo de cancer de pele.
Outros estudos ja foram realizados com resveratrol na prevengdo do cancer utilizando técnicas
in vitro, e in vivo. Estes Ultimos em menor nimero devido talvez a pobre biodisponibilidade
do resveratrol quando tomado por via oral. O tratamento do cancer com resveratrol depende
de varios fatores como o tipo de tumor, a administra¢do e a dose, por isso hd pouca evidéncia

de que o tratamento de resveratrol € eficaz para tumores pré-existentes, mas acredita-se na sua
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acdo na prevencdo (CARTER et al, 2014).

O resveratrol ¢ uma fonte externa de antioxidantes fundamental para suprimir a
resposta inflamatoria e defender dos efeitos deletérios do estresse oxidativo. A sua molécula
tem fraca solubilidade em agua, fator limitante para a dissolugdo em testes pré-clinicos deste
composto. Nas ultimas décadas tém sido utilizados sistemas para melhorar a sua
biodisponibilidade (LEE ez a/, 2012). Diante deste fato, estudos foram feitos com sistemas de
nanoparticulas lipidicas para contornar estas desvantagens, os quais mostram a eficiéncia
destas nanoparticulas na diminui¢do dos marcadores tumorais do figado quando comparado
com a administracdo do resveratrol sem a tecnologia de nanoparticulas (LEE et a/ 2012). A
engenharia das nanoparticulas aumenta a taxa de dissolu¢do em 4gua, melhorando a

biodisponibilidade da molécula (HU ez a/, 2004 e RIGON, 2013).

Os trabalhos de Sukla e Sing (2011), concordam com os de Carter et al (2014) no que
diz respeito ao numero reduzido de estudos com resveratrol in vivo, e os resultados desses
ultimos estudos parecem fragmentados e, por vezes, contraditorios devido a variagdes nas
condi¢des de administracdo, protocolos e métodos de avaliagdo. Verifica-se que a presenca da
matriz, em que o resveratrol ¢ administrado (por exemplo, em alcool ou outros compostos
polifenolicos em vinho) ou em determinadas dietas, resulta em discrepancias entre os estudos.
O resveratrol ¢ considerado um suplemento alimentar e uma medicacdo natural relativamente
segura. No entanto, mais investigacdes sdo necessarias para determinar os efeitos da

administracdo cronica (SUKLA e SING, 2011).

2.8 Radicais livres

Nas tultimas décadas foram realizados inimeros estudos para esclarecer o papel dos
radicais livres (RL) em processos fisiopatolégicos como arterosclerose, processos
inflamatorios e cancer. Estes estudos mostram o aumento de patologias causadas por radicais
livres, sendo este tema cada vez mais importante para elucidar os mecanismos dos RL

(CONTIGUIBA, 2013).

Quando os elétrons ocupam a mesma camada de um dtomo ou molécula, considera-se
que os mesmos estdo “pareados” e quando se encontram sozinhos sdo considerados “ndo

pareados” e a molécula torna-se um radical livre (POVOA, 1995). Os radicais livres sido
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moléculas instaveis que sdo produzidas a partir da energia recebida de um atomo de oxigénio
reativo, que perdeu um elétron de sua camada mais externa. A principal fonte de RL
produzidos no organismo sio as espécies de O, (POVOA, 1995 ¢ SAMPAIO et al, 2001). A
oxidag¢do ¢ parte fundamental do nosso metabolismo, sendo assim, os radicais livres sdo
formados naturalmente ou por uma disfun¢do bioldgica (BARREIROS et al, 2006). Os RL
mais deletérios provém do oxigénio, particularmente a radical hidroxila (-OH) e o radical
superoxido, este ultimo sendo constituido de dois atomos de oxigénio associados com um
Ginico elétron ndo pareado (POVOA, 1995). Os radicais livres reagem com substratos
biolégicos podendo ocasionar danos as biomoléculas afetando a saide humana e gerando o
estrese oxidativo. Os danos mais graves sdo os causados ao DNA e RNA. Se a cadeia do
DNA ¢ quebrada, pode ser reconectada em outra posi¢do, alterando a ordem de suas bases.
Esse ¢ um dos processos basicos da mutagdo e o acumulo de bases danificadas, podem
desencadear a oncogénese. Os polifenodis, em particular o resveratrol possuem estrutura ideal

para sequestrar os RL, sendo mais efetivos que a vitamina E e C ( BARREIROS et al, 2006).

2.9 Processo de Secagem

Devido ao tipo de compostos quimicos que os bagacos contém e a instabilidade que
seu alto teor de 4gua gera, ha a necessidade de diferentes métodos para preserva-los, com a
finalidade de prolongar a vida util do bagaco e realizar o cultivo da vinha de forma que nio

dependa da temporada (TORRES ez al, 2009).

Entre os métodos usados na industria para conservagdo de alimentos encontram-se os
que diminuem a atividade de 4dgua como a desidrata¢do e a liofilizacdo, melhorando a
estabilidade, minimizando as reagdes microbiologicas e enzimdaticas que acontecem durante o

armazenamento (EVANGELISTA, 2005).

2.9.1 Desidratacdo

A secagem como método de desidratagio ¢ um dos mais antigos processos
empregados e utilizado até os dias atuais. Passou por atualiza¢des nas tecnologias empregadas
e tem como finalidade a conserva¢do do produto através da evaporagdo da dgua e como

resultado terd maior concentracdo dos nutrientes, apresentando menor reducdo de peso,
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volume e prote¢do contra a proliferacdo de microrganismos e alteragdes enzimaticas no

produto (GAVA, 2009).

A secagem pode ser realizada de dois modos, natural ou artificial, através de

desidratadores por meio de calor e velocidade de ar controlada (EVANGELISTA, 2005).

Esta secagem pelo calor ¢ produzida artificialmente com temperatura e corrente de ar
controlado. O ar ¢ o meio mais utilizado de secagem devida a conveniéncia e abundancia
conduzindo calor ao alimento e provocando a evaporag¢do da dgua. A temperatura € o tempo

da desidratagdo de um alimento dependerdo do alimento e da quantidade a ser seca (GAVA,

2009).

2.9.2 Liofilizagdo

A liofilizagdo ¢ um processo empregado para a conservacdo de varios alimentos,
permitindo o seu armazenamento por longo periodo, e diferente do processo de desidratacéo,
mantém as caracteristicas organolépticas do produto, pois ocorre em condigdes especiais de
pressdo e temperatura. Trata-se de um procedimento misto onde se associam congelamento e
desidratacdo (EVANGELISTA, 2005). Liofilizacdo ¢ um processo de separacdo baseado no
fendmeno da sublimagdo. Este processo tem as seguintes vantagens quando comparado com o
processo convencional de secagem: a estrutura do material ¢ mantida, a umidade é removida a
baixas temperaturas (reduz as taxas de transporte), aumento da estabilidade do produto
durante a estocagem, a minimizacdo de varias reacdes de degradagdo devido a fécil transi¢do

de material hidratado para desidratado ( BOSS, 2004).

O processo de liofilizacdo compreende trés etapas, o congelamento, a secagem
primdria e a secagem secundaria ou dessor¢do, sendo a secagem considerada critica, pois
envolve a correta determinagdo dos parametros de tempo e pressdo para a uma melhor

qualidade do produto final (METTA, ef al, 2012).

O congelamento ¢ o primeiro estagio deste processo onde define a forma, o tamanho, a
distribuicdo e a conectividade dos poros na camada seca durante a sublimag@o. O tamanho dos

cristais de gelo formados no congelamento interfere na transferéncia de massa de vapor de
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agua. Se os cristais de gelo sdo pequenos e descontinuos, a taxa de transferéncia de massa de
vapor de agua pode ser limitada e se forem de tamanhos homogéneos a secagem ¢é mais
répida. O congelamento ¢ um processo de transferéncia de calor em que os alimentos perdem
calor através da superficie de transferéncia térmica e transferem calor do material para o meio
refrigerante. (MARQUES, 2008). Apds o congelamento inicia-se o processo de secagem por
sublimagdo. Conforme o gelo sublima, h4 formagdo dos poros no interior do produto (BOSS,
2004). Este processo ¢ um fenomeno essencialmente endotérmico e por esse motivo, o calor €
fornecido ao sistema durante todo o processo. A agua congelada ¢ removida por sublimacao,
isto requer que a pressdo do sistema (liofilizador) no qual o produto estd sendo seco seja
menor ou proximo a pressao de vapor de equilibrio da dgua congelada. A sublimag¢do da agua
pura terd pressio absoluta de 4,58 torr, assim o material deve ser resfriado abaixo de 0°C para
manter a agua no estado congelado. O final da secagem primaria e inicio da secagem
secundaria ou dessor¢do, acontece quando ndo existir mais camada congelada, ou seja, ndo
existir a interface da sublimac¢do. Consiste na retirada da dgua que esta ligada a estrutura do
material, ocorrendo em uma velocidade menor devido a concentragdo de umidade ser menor e
a dgua ndo estar livre. Esta etapa deve acontecer até que a umidade residual seja tdo pequena
quanto a que o material necessite para manter sua estabilidade por longo periodo. No caso de

alimentos a umidade estara entre 2,0 % a 10% (MARQUES, 2008).

A liofilizacdo requer equipamento especial com alto vacuo, onde o produto perde
agua, com reducdo do volume e preservacdo da sua cor, sabor, aroma e as caracteristicas
nutricionais quase intactas, fato decorrente da formacdo desta textura porosa
(EVANGELISTA, 2005), resultante deste processo, devido a formagdo de cristais grandes de
gelo durante o congelamento (TERRONI et a/, 2014) no produto. O processo ¢ otimizado
pela baixa temperatura e auséncia de ar atmosférico (GAVA, 2009). Entretanto, caso o tempo
de congelamento seja excessivo ha ruptura do material, causando danos estruturais a0 mesmo

(MARQUES, 2008).

Dependendo das condi¢des de temperatura e pressdo, hd possibilidade de ocorrer o que
¢ chamado de ponto triplo da 4gua, onde ela se encontra nos trés estados ao mesmo tempo. Na
temperatura e pressdo mais baixas, a fase liquida deixa de existir e a substancia passa do
estado solido para o estado gasoso e vice-versa. O diagrama das fases da dgua (Figura 8) tem
fundamental importancia no processo de liofilizagdo, sendo uma representacdo grafica das

propriedades da dgua em termos de duas variaveis, a pressdo e a temperatura. A intersec¢ao
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das trés linhas ocorre a uma temperatura de 0°C e pressdo de 4,58 torr, onde as trés fases
coexistem. Fornecendo calor a um material em condi¢cdes abaixo do ponto triplo, a adgua
contida neste produto passara diretamente do estado sélido a wvapor, sublimando,

caracterizando, nestas condicdes, a liofilizagdo (METTA et al, 2012).

Figura 8 - Diagrama de fases da agua

Pressdo |
(mm Hg)

LiQuipo T
cagem a vacuo

PONTO
TRIPLO

0°C Temperatura (°C)

Fonte: Metta et al, (2012).

Apds a retirada da agua, as atividades das enzimas sdo inativadas e as reacgdes
quimicas oxidativas ou ndo-oxidativas ocorrem em pequena quantidade, trazendo um
resultado satisfatorio quanto as caracteristicas organolépticas. A embalagem ideal para o
produto liofilizado ¢ sem umidade, com a adi¢do de gases como nitrogénio e o didéxido de
carbono. Se corretamente processado e mantido sob- condi¢des adequadas, o produto pode ser
armazenado por um tempo maior que o processo de desidratacdo mantendo suas propriedades
fisico-quimicas, bioldgicas e organolépticas (BOSS, 2004). A liofilizacdo mantém todos os

compostos volateis e fenolicos do bagaco original (EVANGELISTA 2005).

2.10 Mutagénese e antimutagénese

Atualmente o homem estd em contato com inimeras substancias quimicas sintéticas.
Muitos destes compostos, como os herbicidas utilizados nas plantas, podem trazer transtornos
a sociedade, pois cresce o nimero de evidéncias de alteracdes mutagénicas pela exposi¢do a

determinados agentes quimicos prejudiciais a saide humana (VARANDA, 2006). Estas
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substancias podem ter efeitos mutagénicos e ou carcinogénicos, isto ¢, podem induzir
mutagdes no acido desoxirribonucleico (DNA) ou podem favorecer o desenvolvimento de
tumores. Por outro lado, existem também, substidncias que podem anular estes efeitos

(ANTUNES et al, 2000).

A mutagenicidade ¢ a capacidade de um agente quimico ou fisico causar alteragdes
genéticas (VARELLA et al, 2004). Mutagdes genéticas atuam em etapas do processo de
carcinogénese, onde uma célula normal € convertida em célula maligna, sendo que os agentes
indutores deste processo sdo denominados de carcindgenos. Para o desenvolvimento de um
tumor maligno € necessdria a exposicao repetida aos carcindgenos. (LOUREIRO et al, 2002;

VARANDA, 2006).

O termo antimutagenicidade ¢ utilizado para descrever agentes que reduzem a
frequéncia de mutacdes espontaneas ou induzidas (WATERS ez al, 1990). Atualmente
substancias endogenas advindas da alimentacdo ou sintetizadas pelas células, exibem algum
tipo de atividade inibitoria para agentes mutagénicos naturais e artificiais (ODIN, 1997). Os
estudos com agentes antimutagénicos iniciaram nos anos cinquenta, porém recentemente ¢
que os grupos de pesquisas tém se concentrado na identificacdo destes agentes,
principalmente de origem natural como, a clircuma, Agaricus brasiliensis (cogumelo)
(ANTUNES et al, 2000) (SOUZA, 2007), o propolis verde (ROBERTO, 2009) e resveratrol
(CARTER, 2014) .

2.11 Bioensaios de genotoxicidade e mutagenicidade

Os biomarcadores sdo uteis ¢ podem ser definidos como sistemas indicadores que
geralmente incluem um organismo completo, usado para identificacdo de um alvo especifico

(SILVA ¢ PEG, 2003).

Sistemas testes vegetais como o de Vicia faba, Zea mays, Tradescantia sp e
principalmente o de Allium cepa, tém sido utilizados para o estudo e deteccido de
genotoxicidade (GRANT, 1994). Esses sistemas também tém importancia no monitoramento
da polui¢do ambiental e avaliagdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos

puros (MA et al, 1995).
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Fiskesjo (1985) ressaltou a importancia ¢ a utilidade de sistemas testes vegetais na
avaliagdo de riscos de genotoxicidade e enfatizou que apesar das diferengas entre os
metabolismos de plantas e animais, ha também similaridades, e que a ativacdo de pro
mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas
com agentes quimicos.

O método de avaliacdo de alteragdes cromossdmicas em raizes de Allium cepa é
validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise € monitoramento
in situ da genotoxicidade de substancias ambientais ou quimicos puros (CABRERA e

RODRIGUEZ, 1999).

O sistema de teste de Allium cepa é bem aceito, por exemplo, para o estudo de efeitos
de citotoxicidade de plantas medicinais, porque as suas raizes ficam em contato direto com o
agente quimico. Por esta razdo, entre os vegetais superiores, a planta Allium cepa ¢ indicada
como um eficiente organismo-teste de genotoxicidade e mutagenicidade devido as suas
determinadas caracteristicas, como sua cinética de proliferacdo, crescimento rapido de suas
raizes, grande nimero de células em divisdo, sua alta tolerancia a diferentes condigdes de
cultivo, sua disponibilidade durante o ano todo, seu facil manuseio e por possuir
cromossomos em nimero reduzido e de grande tamanho (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994),
além de seu baixo custo (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Esta espécie tem sido
utilizada, com sucesso, na avaliagdo de quimicos, sendo eles substancias puras ou misturas
complexas (FISKESJO, 1985; MA et al, 1995; MAZZEO et al, 2010 VENTURA-
CAMARGO et al, 2011).

A andlise de micronucleos serve como teste de mutagenecidade e ¢ um dos poucos
métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a agentes mutagénicos potenciais
e o teste de Allium cepa tem sido amplamente empregado com esse proposito (SILVA e PEG
2003). O indice mitdtico e o indice de germinagdo sdo usados como indicadores de
proliferacdo adequada das células (GADANO, 2002) o que também pode ser medido através

deste bioensaio.

Desta forma, o presente trabalho trard contribui¢des quanto ao manejo e aplicagdo
sustentavel do residuo da vinicultura, apresentando uma proposta de otimiza¢do do processo

de preservacdo do composto no bagagco. A avaliagdo da atividade anti-cancer atribuida ao
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resveratrol (CARTER, 2014), por meio de ensaio in vitro, contribuird para o conjunto de

dados experimentais a cerca da atividade biologica deste principio ativo.

3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao do bagaco

Material utilizado

e Desidratador Pardal PE14, com circulagdo de ar e temperatura

e Liofilizador: composto de uma camara de vacuo de vidro (campanula de
vidro), um medidor de pressdo, um condensador, um fole metalico, um filtro,
uma bomba mecanica de palhetas e valvulas, instalados sob uma bancada fixa.

e Seladora manual M200mm

e Determinador de umidade por infravermelho IV 2500 GEHAKA

A Figura 9 mostra o esquema do liofilizador. Basicamente constam de uma camara de
vacuo, um filtro, uma bomba de vacuo e um filtro de exaustdo. O sistema de pré-vacuo ¢
baseado em uma cadmara de vacuo com vedagdes convencionais em elastano (borracha
nitrilica) e com bomba de pré-vacuo do tipo mecénico de palhetas de duplo estdgio. Devido
ao fato de a bomba mecanica de palhetas ndo ser eficiente para o bombeamento de vapores —
no caso da liofilizagdo realizada o vapor de dgua deve ser removido — deve-se proteger a
bomba de vacuo com a instalacdo de filtros capazes de reter o vapor de dgua. Para tornar a
reten¢do de vapor de agua mais eficiente, foram instalados dois filtros de alumina ao longo da
linha de bombeamento. Hé ainda a colocacdo de fole metdlico para acoplar mecanicamente as
partes do sistema de vacuo (cdmara de vacuo e linha de bombeamento) e uma vélvula de pré-
vacuo para isolar a linha de bombeamento da camara de vacuo, para a troca de amostras a
serem liofilizadas. Os medidores de vacuo utilizados sdo do tipo Pirani. E necessario um filtro
de exaustdo para que a sala da experiéncia ndo fique contaminada com vapor de oleo
proveniente da bomba mecanica de palhetas (esta bomba de vacuo é lubrificada a dleo
mineral). Ao término do processo de liofilizagdo, o arejamento da camara de vacuo ¢ feito

com gas nitrogénio.



Figura 9 - Sistema de vacuo para liofilizagdo de alimentos
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Sistema de Vacuo para Liofilizag3o de Alimentos.

Fonte : Laboratdrio de Tecnologia do Véacuo- Fatec Sao Paulo

O processo de liofilizagdo compreende trés etapas, o congelamento, a secagem

primaria e a secagem secundaria, envolvendo a correta determinacgio dos parametros de tempo

e pressdo para a uma melhor qualidade do produto final (METTA, et al, 2012).

3.2 Amostras

As amostras de bagaco de uva Syrah foram cedidas pelo produtor Antonio Pizzolante,
plantadas no bairro Travid em Jundiai, Sdo Paulo, Brasil e colhidas no dia 20 de julho de
2014. As amostras ficaram armazenadas na geladeira por quatro dias, sob refrigeracdo de 6-

10°C. Apéds o quarto dia fez-se o desengace. As uvas foram esmagadas em esmagadeira
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manual para quebra das bagas.

3.2.1 Insumos adicionados a 80 kilos de uva

e 80g de Acido Tartarico;
e 16 g de levedura dissolvida em mosto;

e 500g de agucar cristal.

Apds a adi¢do dos insumos, a casca ficou em fermentagdo por oito dias, fazendo-se a
descuba, separando a parte solida da parte liquida. Apds a descuba, a parte s6lida foi prensada

em prensa vertical descontinua, marca AGM maquinas, com capacidade para 30 kilos de uva.

Desidratacao

Com o objetivo de preservar as propriedades dos residuos, os mesmos foram
acondicionados em caixas sendo encaminhadas imediatamente para o laboratério, onde foram
armazenados a temperatura de 8°C em geladeira, até uso. No dia seguinte, 3,0 kilos de bagaco
foram submetidos a desidrata¢do em desidratador Pardal a temperatura de 50° C por 5 horas
para preservar a amostra, determinada a umidade final em equipamento analisador de
Umidade por infravermelho IV 2500 GEHAKA e embalados em sacos de polietileno e
fechados em seladora. Apos este processo para preservar a amostra foram congelados a -18°C

em freezer até uso.

Liofilizacao

Foram liofilizados 30 gramas de bagago, por 12 horas a temperatura de -20 °C e
pressdo inicial de 3,1 x 10'torr no liofilizador (Figura 10). A umidade final foi determinada
no equipamento analisador de Umidade por infravermelho IV 2500 GEHAKA. O
equipamento foi ajustado para a temperatura de 125°C com o tempo de leitura de 5 minutos e

aquecimento prévio de 30 minutos. Apds a estabilizacdo do equipamento, as amostras foram
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submetidas a leitura colocando-se 5 gramas da amostra para cobrir toda a area do prato de
aluminio.

O restante do bagag¢o in natura foi congelado em freezer e armazenado a -18°C.

Figura 10 — Foto do Liofilizador desenvolvido no laboratério de vacuo- a) Bagaco, b) gelo seco e ¢)
camara de vacuo

Fonte: a autora

O produto resultante da secagem e liofilizacdo esta representado na Figura 11.

Figura 11 - Secagem pelos dois métodos empregados, explicacdo fisica para altera¢do na cor do bagago

Liofilizado Desidratado

Fonte: a autora
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3.3 Extracao do resveratrol

3.3.1 Material Utilizado

e Reagentes:

Alcool Metilico (CH40), PM 32,04 g/mol, marca Lafan
Acetato de etila (C4 Hg O,), PM 88,11 g/mol, marca Neon
Bagago de uva desidratado

Bagago de uva liofilizado

e Equipamentos ¢ vidrarias:

Centrifuga Excelsa baby FAMEM
Capela de exaustao

Balao de 500 ml

Baldo de 250 ml

Condesador

Manta aquecedora

Tubo de ensaio com rosca
TermOmetro

Luva

Determinador de umidade por infravermelho, Gehaka Modelo- IV2500
3.3.2 Método de extracdo
O protocolo utilizado foi segundo Liu et a/ (2012), com modificagdes. Foram realizadas 3
extracdes em duplicata do composto bruto para o material desidratado e 4 extracdes em

duplicata para o material liofilizado.

Pesou-se 1 g. de bagaco apds desidratacdo, aos quais foram adicionados 5 mL de
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solugdo solvente de metanol e 5 mL de acetato de etila. Os compostos fenolicos foram
extraidas no escuro por 24 horas a temperatura ambiente, apds este periodo foram
centrifugadas em centrifuga a 1000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi evaporado até
secagem em destilador, por 03 horas a temperatura de 50°C. O resveratrol seco foi suspenso

em 2 mL de metanol e congelados a -18°C até o momento da analise.

O mesmo processo descrito acima foi realizado com o bagaco que foi liofilizado.

3.4 Caracterizacio e quantificaciio do resveratrol

Material Utilizado

*Reagentes:

Acetronitrila (C,H3N) a 25%, PM 41,05 g/mol e concentragdo minima 99%, Carlo
Erba

Acido sulfarico 0,2 N,

Padrao farmacéutico resveratrol (C;4H;,03) XI GREE-LIFE NATURAL PRODUCTS,
PM 228,25 g/mol e 99,3% de pureza

Extrato de resveratrol suspenso em metanol desidratado

Extrato de resveratrol suspenso em metanol liofilizado

*Equipamentos e vidrarias:

Cromatégrafo HPLC SPD 10A SHIMADZU e HPLC Surveyor Termo Scientifics
Espectroscopio FTIR, Agilent Cary 630

Tubo de ensaio
Cromatografia
Os extratos de resveratrol foram analisados em um cromatografo High Performance

Liquid Cromatography (HPLC), equipado com detector UV-VIS e coluna C18 de 250 mm de

comprimento, 4 um de diametro de particula e 60 mm de didmetro interno segundo método de
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Seferin et al (2000), com modificagdes. Foram injetados 20 puL. do padrio resveratrol, e na
sequéncia, as amostras desidratadas e liofilizadas foram filtradas em filtro Millipore 0,22pum e
detectados em 306nm. A analise por HPLC foi conduzida em elui¢do isocratica com fluxo de
0,5 mL/min, tempo de retencdo de 30 minutos e pressdao de 68 bar, utilizando acetronitrila a

25% com pH 3,0 ajustado com H,SO4,

Espectroscopia

A espectroscopia no infravermelho determina grupos funcionais de uma amostra,
sendo que cada grupo absorve em frequéncias caracteristicas. Elas apresentam vibragdes
especificas, que podem ser de estiramento ou de deformacéo, as quais correspondem a niveis

de energia da molécula (OLIVEIRA 2011).

Os espectros no infravermelho podem ser obtidos a partir de amostras solidas, liquidas
e gasosas. A qualidade desses espectros depende do método de preparo da amostra e do tipo
de acessorio utilizado para sua obtencdo. Os métodos mais empregados envolvem
transmitancia e refletancia, sendo este ultimo muito utilizado para andlises qualitativas e
quantitativas. O método por refletincia pode apresentar acessorios para a obtencdo de
espectros por Refletdncia Total Atenuada (ATR), Refletancia Especular e Refletancia Difusa
(SKOOG et al, 2002).

Como uma “impressao digital”, cada molécula tem espectro caracteristico na regido do
infravermelho, tornando o método viavel para identificar diferentes tipos de amostras (analise
qualitativa). Os picos presentes no grafico do espectro correspondem as frequéncias de
vibragdes entre os atomos que compdem cada amostra. A altura desses picos corresponde a
quantidade de determinada amostra (andlise quantitativa) (MORGANO et al. 2005). O
espectrofotometro com transformada de Fourier expde a amostra a um uUnico pulso de
radiacdo e de medidas de resposta. O sinal resultante, chamado de indu¢do bifasica é uma
medida direta da coeréncia temporal da luz. Como o sinal medido no interferometro ndo pode
ser interpretado € necessdrio a técnica matematica chamada de Transformagdo de Fourier.
Esta transformacgao ¢ realizada pelo computador (algoritmos de software), apresentando ao

usuario as informagdes desejadas para a analise espectral (MORGANO et al, 2005).

Os extratos foram analisados através de espectroscospia de absor¢do em equipamento
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Fourier Transform Infrared (FTIR), que identificou os picos correspondentes aos grupamentos
quimicos da molécula de resveratrol na amostra, comparando-se estes picos com o padrdo. Os

picos apresentados representam a “impressao digital” do resveratrol.

3.5 Bioensaio de Allium cepa

3.5.1 Material utilizado

e  Reagentes

Agua purificada

Alcool 70%

Carnoy((3 partes de etanol para 1 de acido acético — v:v)
Extrato de resveratrol

HCI IN

Trifluralina, 0,84ppm

Reativo de Schiff

Carmin acético 2%

Sementes de A/lium cepa (cebola)

e Equipamentos e vidrarias:

Estufa
Laminas de vidro
Microscopio

Placas de Petri

Estes testes foram feitos de acordo com o protocolo proposto por Ma et al (1995), com
modificagdes. Sementes de Allium cepa (2n = 16 cromossomos) de um mesmo lote e mesma
variedade baia periforme, foi o material biologico utilizado neste estudo, para avaliagdo dos

efeitos antimutagénicos dos extratos de resveratrol.

Sementes de Allium cepa foram submetidas a germinag¢do (100 sementes/placa), em



45

placas de petri, com papel de filtro embebido em 2,0mL de agua purificada (controle
negativo), resveratrol a 0,5ppm + trifluralina; resveratrol a 1,0ppm + trifluralina; resveratrol
a 2,0ppm + trifluralina e trifluralina (controle positivo), a 25°C até que as raizes atingissem,
aproximadamente, 1,5 cm de comprimento. Apds 3 dias, as sementes germinadas foram

contadas e o indice de germinagdo foi calculado em porcentagem.

O indice de germinacdo das sementes de A/l/ium cepa foi calculado segundo a formula

(1)(ROBERTO 2009):

IG = n deraizes germinadads < 100 (1)

n de raizes nio germinadaas

Apos a determinag¢do do IG, as raizes foram coletadas e colocadas em frascos tipo
Falcon, contendo o fixador Carnoy (3:1, 4cido acético e alcool) por 24 horas. Apds este

tempo sdo separadas das sementes e recolocads em Carnoy e mantidas em geladeira.

Para preparo das raizes, as mesmas foram hidrolisadas com HCI IN, por 10 minutos a
60°C, em banho-maria, para hidrdlise da parede de celulose.

Apos nova lavagem em agua destilada, as raizes foram submetidas ao reativo de Schiff
por, aproximadamente, 2 horas, em auséncia de luz. Com os meristemas corados e lavados em
dgua corrente, foram confeccionadas 5 ldminas de cada tratamento, para a avaliacdo de
possiveis presencas de aberragdes cromossOmicas € micronucleos, levando-se em conta a
porcentagem de ocorréncia de cada uma delas. A montagem das ldminas utilizou um
fragmento da por¢@o meristematica e outro da por¢@o F; das raizes, os quais foram macerados
entre lamina e laminula com uma gota de carmim acético. Em cada lamina foram analisadas,
aproximadamente, 500 células da regido meristematica. Quando este nimero foi excedido, o
valor foi corrigido, matematicamente, para 500 células, totalizando exatas 5.000 células por
tratamento. Este mesmo procedimento foi utilizado para a andlise das células da geracdo F;. A

observacdo foi feita em microscopia Optica, sob o aumento de 400x.

Para a andlise dos efeitos mutagénicos e antimutagénicos sobre as células
meristematicas, foram observadas e anotadas todas as ocorréncias de microndcleos e mitoses
anormais. Para a geracdo F,, considerou-se apenas o nimero de micronucleos. Para os efeitos

genotdxicos foram observados os possiveis tipos de aberragdes cromossomicas encontradas
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nas células meristematicas. Todos estes tipos de aberragdes (brotos nucleares, células
binucleadas, células poliploides, aderéncias cromossdomicas, C-metafases, perda de
cromossomos, pontes cromossomicas, anadfases multipolares e com ponte) foram computados

num unico grupo, que foi denominado IG.

3.6 Determinacéo do efeito antimutagénico

A atividade antimutagénica foi avaliada pela analise da porcentagem de reducdo de
danos para cada um dos tratamentos com os extratos de resveratrol. Para determinar esta

porcentagem, foi utilizada a seguinte férmula (2) (ROBERTO 2009):

4 —
Reduca =——X100
educio(24) P 2

Onde: a = nimero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no
controle positivo;

b = Numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes nos
tratamentos;

¢ = numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no controle
negativo.

3.7 Analise Estatistica

Para os resultados das extracdes, medi¢des de rendimento e umidade e a concentragao
de resveratrol a analise empregada foi o teste “t” de student. Para as comparagdes entre os
grupos de tratamento para atividade anti-mutagénica, foi utilizado o teste Anova oneway,
seguido do pos-teste de Bonferroni através do programa GraphPad Prism versdo 5,0

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo sdo descritos a seguir:
Oitenta quilos de uva foram processados no inicio do trabalho e apos a descuba,
resultaram em 55 litros de vinho e 15 quilos de casca prensada (bagaco), ou seja, 18,8% do

total de uva utilizada foram convertidos em bagaco.
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4.1 Secagem do bagaco

A secagem do bagaco da uva ocorreu a partir de duas formas, a desidratagcdo e a
liofilizagdo, ambos os processos foram utilizados para preservar a amostra, retirando-se a

agua que poderia acelerar a sua deterioracao.

Apds a secagem, os teores de umidade foram, em média, 11,0 + 0,3% (n=3), para a
secagem por estufa. Para a liofilizacdo, os valores foram 8,1 + 1,0% (n=4). Observa-se uma
aparente vantagem para o método de liofiliza¢do, no que diz respeito a esta caracteristica,

porém ndo se obteve diferenga significativa entre os dois processos (Tabela 2 e Figura 12).

Apos a secagem, o rendimento foi, em média, respectivamente de 40,0+£1,2g (n=3) e
41,1 = 2,6 g (n=4), de composto fendlico por grama de bagaco, respectivamente, para a

secagem em desidratador e para a liofilizacao.

Tabela 2 — Comparagio de rendimento de secagem e umidade entre os métodos de conservagio do

Bagaco
Amostra Desidratacéo (%) Umidade(%) Liofilizacio(%) Umidade(%)
1 41,7 11,4 38,1 7,30
2 40,0 12,4 46,3 11,1
3 40,0 12,1 39,0 7,5
4 39,0 6,5

p+DP 40,6 +0,6 12,0+ 0,3 40,6+1,9 8,1+ 1,0
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Figura 12 — Comparagdo entre os métodos de secagem A) rendimento secagem ¢ B) umidade. Nao ha

diferenca significativa entre os tratamentos

A) Comparagao entre os métodos secagem
M 4057 40,60
401
304
201

10+

percentagem de rendimento(%)

&
R
60

tecnologia de secagem

B) Grafico de umidade da tecnologia de secagem
15-
11,97

8,10

percentagem de umidade(%)

tecnologia de secagem

Veja o tamanho das fontes dos titulos em A e em B, sdo bem diferentes, mas agora acho
que nao compensa arrumar.

Vamos arrumar para o artigo.

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre as amostras quanto ao

rendimento ou o teor de umidade para ambos os processos empregados.

Apbs a extragdo, o rendimento foi, em média, respectivamente de 0,8 + 0,1 g (n=6) ¢
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0,8 +0,1 g (n=8), de composto fendlico por grama de bagaco, respectivamente, para a secagem

em desidratador e para a liofilizagao.

A Tabela 3 e o grafico da Figura 13 mostram a compara¢do do rendimento do composto

fendlico nos dois métodos estudados.

Tabela 3 - Comparagdo das extracdes do composto bruto

Extracdes | Rendimento das extragdes do composto (g/1g)

Desidratacao Liofilizacao

1 0,8 0,5
0,5 0,7

) 0,9 0,7
0,9 0,4

3 0,8 1,1
0,6 1,3

4 0,8
1,0

p+DP 0,7 +0,1 0,8 +0,1

Figura 13 - Comparagio entre média dos rendimentos das extra¢des do composto bruto
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A andlise estatistica ndo mostrou diferen¢a significativa entre as amostras quanto ao
rendimento do composto fendlico para ambos os processos empregados. A natureza dos
constituintes dos compostos fenolicos ndo foi determinada, uma vez que esta analise ndo foi

objeto deste estudo, mas sim, a quantificagdo do conteudo de resveratrol do composto.

4.2 Analise por cromatografia

A quantificagdo do resveratrol no extrato fenolico foi realizada por meio da técnica
HPLC. A identificag¢do do resveratrol foi baseada na comparacio dos seus tempos de retengdo
com padrao do principio ativo da XI GREE-LIFE NATURAL PRODUCTS, gentilmente
doado pela farmacia “Ao Farmacéutico”. A partir do padrdo farmacéutico de resveratrol,
obteve-se no cromatograma o pico com tempo de retencdo de 27minutos (Figura 14A). A
presenca do resveratrol nas amostras foi demonstrada pela obtencdo dos picos com tempo de
reten¢do de 27 minutos para a amostra originada do extrato fendlico proveniente do bagaco
desidratado (Figura 14B) e de 27minutos para o reciproco proveniente do bagago liofilizado

(Figura 14C).



51

Figura 14 - Cromatograma das amostras de extrato ¢ padrdo. Em A) padrio resveratrol; B) extrato a partir do

desidratado e C) extrato a partir do liofilizado
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Fonte: a autora

Em relagdo a concentracdo de resveratrol observa-se na Tabela 4 e figura 15, que o
bagaco liofilizado resultou em concentracdo maior de resveratrol sendo 0,25 pg/g, quando
comparado com o bagaco que foi desidratado resultando em 0,04 pg/g. Neste caso, a

diferenca foi significativa entre os processos quanto a concentragdo de resveratrol.

Tabela 4 - Concentracio de Resveratrol em pg/g

Amostras Desidratacao(ng/g) Liofilizacao((ug/g)
1 0,07 0,38
2 0,03 0,60
3 0,03 0,24
4 0,26
5 0,03
6 0,01

p+DP 0,04+0,01 0,25+0,09
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Figura 15 - Comparagio da concentragdo de resveratrol nos métodos de secagem empregados.

Concentracao de resveratrol
0.4-

0,25

tecnologia de secagem

*, P<0,05

O bagaco liofilizado foi superior na concentragdo do extrato de resveratrol. Observa-
se, ainda, que apds o final dos processos, a cor do material foi melhor preservada quando
resultante da liofilizacdo. Embora se trate de um pardmetro subjetivo, este fato pode ser
decorrente da ndo exsudacdo de material bioativo neste processo de preservagdo da amostra,
visto que no processo de sublimagdo, a 4gua passa do estado sélido para o gasoso sem passar

pelo estado liquido.

A observacdo das caracteristicas organolépticas dos extratos esta apresentada na

Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros qualitativos dos extratos

Variaveis Desidratacio Liofilizacdo
Concentragdo de
resveratrol ug/g menor maior
Umidade % maior menor
Preservacdo dos
compostos no menor maior

congelamento
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A Tabela 6 abaixo apresenta os dados consolidados dos resultados das analises
comparativas entre os processos. A diferenca significativa entre os processos se destaca no

rendimento do principio ativo, resveratrol, com vantagem para a liofilizacdo.

Tabela 6 - Dados consolidados dos parametros quantitativos dos extratos

Variaveis Desidratacao Liofilizacao
Concentragdo de resveratrol
(ng/g) 0,04 0,25
u+DP 0.04+ 0.01 0.25+0.09
Umidade % 11,97 8,10
u+DP 12+ 0,3 8,1+ 1,0

4.3 Analise qualitativa por FTIR

A analise por FTIR foi realizada inicialmente a fim de se comprovar a presenga de
resveratrol nas amostras. Observa-se presenca das bandas de absorcdo entre 3000 ¢ 3500 cm™
Na figura 16 A, encontra-se o padrdo diluido, a B, o residuo liofilizado, na C, o residuo
desidratado e na figura D, a insercdo das amostras. Nossos resultados corroboram os
achados de Mendes et a/.(2012), em cujo trabalho o resveratrol puro foi detectado na banda

de 3257 cm™.
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Figura 16 - Espectroscopia em A) padrdo de resveratrol diluido; B) bagaco liofilizado, C) bagaco

desidratado e D) agrupamento de amostras
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Fonte: A autora

4.4 Avaliacio da atividade biologica do resveratrol: bioensaio de Alium cepa

A avaliagdo da acdo do resveratrol sobre a germinag¢do das sementes mostrou um
efeito positivo e dependente de concentracdo, quando se comparou a exposicdo das sementes
a um agente toxico conhecido (trifluralina) e ao resveratrol. A Tabela 7 e a figura 17 mostram

estes resultados, observa-se uma atenuagdo do efeito inibitdrio da trifluralina.
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Tabela 7 - Indice de germinagdo:efeito positivo do resveratrol sobre a inibigdo da germinagdo pela trifluralina

Tratamentos Indice de Germinacio
0,5% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 43,6%

1,0% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 54,7%

2,0% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 59,3%
Resveratrol 71,3%

Figura 17- Indice de Germinagao
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Com relagdo aos efeitos sobre a acdo genotdxica e mutagénica da trifluralina, também
se observou uma atenuacdo destes efeitos, tanto quando se mediu o indice mitotico (Figura

18), quanto quando se avaliou a mutagénese pelo indice de micronucleo (IMN) (Figura 19).

Quando se calculou a redu¢do dos efeitos mutagénicos, conforme descrito no item 3.5
do método, obteve-se uma reducdo de 90,97% para o resveratrol a 0,5 ppm e 95% para 1 ppm
e 2,0 ppm. A redugdo foi proporcional a concentracdo até 1 ppm do composto, a partir da qual
ha uma estabilizagdo do efeito, isto é, ndo ha efeito benéfico adicional. O efeito sobre a
genotoxidade e mutagenicidade induzidas pela Trifluralina estdo demostrados nas Figuras 18

e 19, respectivamente.



Figura 18 - Atividade anti-genotoxidade do resveratrol sobre a trifluralina
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Figura 23 - Atividade antimutagenicidade do resveratrol sobre a trifluralina
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram estudadas metodologias para avaliar comparativamente métodos
de preservacdo do reveratrol a partir do residuo da vinicultura, com proposta de otimiza¢ao do
aproveitamento do residuo da vinicultura, além de confirmar a atividade anti-mutagénica

atribuida ao composto, como contribui¢des a extensa literatura existente.

A reducdo de agua livre do alimento eleva a pressdo osmotica de seu meio e,
consequentemente, a proliferagdo de microrganismos ¢ contida, além disso, enzimas que
provocam alteragdes por processo de oxidacdo perdem sua atividade (EVANGELISTA,
2005). A secagem, portanto, preserva dois parametros fundamentais para que o bagaco

preserve suas caracteristicas quimicas e microbioldgicas.

Neste estudo, a retirada da 4agua do bagaco foi realizada por dois métodos e os
produtos gerados estdo demostrados na Fig.12. Os resultados obtidos mostraram que ndo
houve diferenca significativa entre os valores de umidade e rendimento do composto fendlico
resultantes dos dois processos de conservacdo empregados. Observou-se, contudo, que o
método de liofilizag@o resultou em uma maior preservacdo da cor do bagaco e do aspecto
geral do produto. Embora seja uma avaliagdo subjetiva, esta observagdo representa um
aspecto relevante na qualidade do produto final. No presente trabalho, portanto, apos o
término dos processos, estes dois pardmetros foram melhor preservados pelo processo de
liofilizagdo. Em que pese que estas caracteristicas ndo se relacionem diretamente com o
principio em estudo, uma vez que as antocianinas sdo as responsaveis pela cor, elas indicam

que o processo de liofilizagdo apresenta vantagens na preservagdo da cor e textura

Os métodos analiticos de determinacdo de compostos como o HPLC e o FTIR sdo
importantes métodos de separa¢do que encontram aplicagdo em todos os ramos da ciéncia.
Compreendem um grupo diversificado e importante de métodos que permitem separar os
componentes que sdo muito semelhantes em misturas complexas. Muitas dessas separagdes
sdo impossiveis por outros métodos com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (SILVA,
2012). Neste estudo o HPLC apresentou dados qualitativos e quantitativos, isto €, identificou
a presenca do composto e forneceu sua concentragdo nas amostras obtidas. O FTIR foi

empregado na analise qualitativa, confirmando a presenca do resveratrol nas amostras obtidas.
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Com relagdo a analise de FTIR, nota-se que os picos encontrados nas amostras possuem a
mesma frequéncia do pico do padrio farmacéutico do resveratrol. Mendes et al(2012),
encontraram a assinatura do resveratrol na mesma faixa de comprimento de onda obtida
neste estudo, qual seja, entre 3000 a 3500 cm-1 , o que confirma a presenga do resveratrol
nas amostras desidratadas e liofilizadas. Esta andlise fornece resultados rapidos e precisos na

determinacdo estrutural de substancias complexas, de facil execugdo e baixo custo relativo.

A quantificagdo do resveratrol, por meio da HPLC, (Tabela 8), indicou que a
liofilizagdo apresentou maior rendimento (0.25 + 0.09 pg/g) do que a desidratagdo (0.04+
0.01pg/g). Neste caso, o processo de liofilizacdo se mostrou significantemente mais eficiente
na preservacdo do composto. Para Careri et al, 2003, o bagaco da uva variedade Nero
D’Avola apresentou 6,0 pug/g de resveratrol, para Sato (2012) o valor encontrado foi de 7,6
ug/g para uva Alicante ¢ 6,4 pg/g para uva Syrah, mesma variedade deste estudo. As
diferentes condi¢cdes ambientais, espécies e praticas culturais, regido e vinificacdo empregada
(FLAMINI et al, 2013; SHIMA, 2013) poderiam explicar as diferengas encontradas, embora
este ultimo autor tenha realizado a extrag¢@o a partir das bagas da uva e com outro solvente,

diferente do utilizado neste trabalho.

A liofilizagdo, sendo um processo a frio, protege contra a degradacdo dos compostos
fendlicos, em contraste aos fornos de secagem. (TORRES, 2009). Segundo este autor a
secagem acima de 60° C diminui significativamente a atividade dos polifendis em amoreira
(Morus alba L.) e considera que a liofilizagdo pode ser uma opgdo para as industrias de

alimentos para melhorar a cor e aroma de uvas pobres em antocianinas.

Com relagdo aos bioensaios, Fiskejo, (1985), demostrou a importancia do sistema de
Allium cepa para a avaliacdo da genotoxidade e mutagenicidade de compostos e misturas,
podendo ser prospectado a outros organismos, como os mamiferos, por possuir sistemas
enzimaticos semelhantes. O Allium cepa se apresenta como um modelo eficaz, com alta

sensibilidade.

O presente trabalho demonstrou o potencial anti-genotoxico e anti-mutagénico do
resveratrol no modelo de Allium cepa, em relagdo a trifluralina, conhecido herbicida de acdo
clastogénica (FERNANDES, 2005). Apo6s o tempo de exposicdo de 72 horas, observou-se

significativa redu¢do dos efeitos genotdxicos/mutagénicos da trifluralina (Figura 20 e 21). Os
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efeitos do resveratrol sobre a agdo genotoxica e mutagénica da trifluralina podem ser
decorrentes de uma atividade antioxidante, principalmente devido a habilidade aceptora de
radicais livres que danificam o DNA, como anteriormente demostrado em propolis verde

(ROBERTO 2009).

Os resultados obtidos pela avaliagdo do indice de germinacdo, demostraram que
também neste caso, houve efeito redutor do resveratrol sobre a a¢do inibitoria da trifluralina e,
este efeito foi proporcional a dose testada. A reducdo foi proporcional a concentracdo do
resveratrol, até 1 ppm, apds a qual ndo houve efeito adicional. A concentra¢do de 1 ppm foi o
valor tomado como referéncia a partir dos estudos in vitro de Carter ( 2014), com células

bacterianas.

Em conjunto, os resultados permitem dizer que a extragdo do resveratrol em larga
escala, utilizando método de liofilizagdo, se mostra como uma alternativa viadvel para
otimizacdo da sua preservacdo na utilizacdo do residuo da vinificagdo. O ensaio com Allium
cepa, permitiu confirmar os efeitos biologicos descritos para o resveratrol, quanto a sua
atividade anti-mutgénica, corroborando com a vasta literatura existente atribuindo
propriedades protetoras do resveratrol (FISKEJO, 1085; WATERS, 1990; FERNANDES,
2005; MORENO, 2009; VENTURA-CAMARGO et al, 2011).

6 CONCLUSOES

Observa-se que os residuos da vitivinicultura analisados possuem o composto
resveratrol, que foi preservado nos dois métodos de conservagdo utilizados — desidratagdo e
liofilizag@o. Os resultados foram confirmados através de andlise cromatografica (HPLC) e de

espectroscopia FTIR.

Ha que se considerar ainda, que, em se tratando de tempo de processamento, enquanto
a desidratacdo requereu quatro horas para a secagem, a liofilizagdo necessitou de vinte e
quatro horas nas condi¢des experimentais utilizadas. Desta forma, a liofilizagdo, por ser uma
técnica mais demorada, pode significar um impacto negativo, quando se considerar apenas o
maior gasto energético. No entanto, em termos de rendimento de principio ativo, o método se

mostra significantemente mais eficaz.
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Com relagdo a antimutagenicidade do resveratrol os resultados permitem concluir que
o resveratrol desempenha um importante papel como mediador das atividades
antimutagénicas, revertendo a mutagenicidade da trifluralina. Estes conhecimentos vém
corroborar com dados ja existentes na literatura, bem como contribuir como subsidios a
estudos complementares que contribuem com a indicagdo deste composto como potencial uso

terapéutico em terapias alternativas ou complementares.
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