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Resumo — O principal residuo do processo de vinificacao é o bagaco da uva, o qual
comumente € utilizado para fabricacéo da graspa ou para compostagem. Por serem
ricos em substancias bioativas como o resveratrol, de conhecido valor terapéutico
e cosmeético, como antioxidante natural, foi proposta, neste trabalho, uma
otimizacdo na forma de obtencdo do Resveratrol, contribuindo também para a
utilizac@o deste bagaco, de forma mais nobre. A caracterizacao analitica do extrato,
por FTIR e HPLC, comprovaram sua obtencao e indicaram a liofilizacédo do bagaco
como a melhor forma de preservar o composto.

Palavras-chave: bagaco de uva, resveratrol, secagem, antioxidante, extracao
Abstract

The main residue of winemaking is the grape pomace, which is commonly used for
manufacturing graspa or for composting. Just because it is rich in bioactive
substances, such as resveratrol, of recognized therapeutic value and cosmetic, as
a natural antioxidant, it was proposed in this paper an optimization in the form of
obtaining Resveratrol, also contributing to the use of bagasse, as a noblest form.
Analytical characterization of the extract, by FTIR and HPLC have proven to obtain
the Resveratrol and indicated the lyophilization as the best way to preserve the
compound.
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1. Introducéo

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 sao provenientes da vinificacdo (SPIGNO et al, 2008).
Embora as vinicolas gerem residuos biodegradaveis, o0s mesmos necessitam de
um tempo minimo de degradacao, constituindo uma fonte de poluentes (HUBER et
al 2010). O bagaco da uva é o principal residuo gerado no processo de vinificacao
e a sua utilizacado tem um importante impacto na reducéao de residuos, permitindo
agregar valor, ja que neste material, que hoje é desperdicado e subutilizado,
encontram-se varias substancias bioativas e ricas em polifenois (SALES et al,
2012), substancias amplamente distribuidas na natureza, em particular nas frutas
e vegetais.

Os compostos fendlicos sdo formados pelas antocianinas, flavonoides e
derivados de estilbeno e trés classes de compostos que apresentam caracteristicas
peculiares e desempenham papéis importantes nas plantas, como por exemplo, em
resposta a uma situacdo de estres contra o ataque de patdgenos (VACCARI,
HEIDMANN, SOCCOL, 2009, FLAMINI et al, 2013). Dentro da classe do estilbeno
€ de particular interesse o resveratrol que tem sido descrito como antioxidante, anti-
inflamatorio, com atividade anti-neoplasica e efeito protetor cardiovascular
(FRANKEL et al,1993; WANG et al, 2002; HARBONE, WILLIAMS 2000; LEE, 2012;
SHIMA et al, 2013).

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 oxidacao, através de um ou mais mecanismos, além da inibicédo de
radicais livres como a complexacdo com metais (ROCKENBACH, 2008).

O resveratrol funciona como uma fitoalexina sintetizada nas plantas em
resposta ao estresse bidtico como ferimentos na uva decorrente de acéo fungica e
abidtico como exposicéo a radiacdo ultravioleta (SAUTTER, 2005).

Pela presente proposta espera-se contribuir para a reducdo dos impactos
ambientais deste residuo, bem como agregar-lhe valor econdmico, pela extracéo e
utilizacao do principio ativo resveratrol, de conhecida propriedade farmacoldgica
através da preservacao do bagaco por secagem.

2. Referencial Tebdrico

O bagaco da uva é um residuo industrial obtido a partir do processo de
vinificacdo, sendo composto por semente, casca e engaco da uva e por uma
pequena parte do mosto ou do conjunto mosto/vinho que as embebe (CAMPOS,
2005 e MELLO 2010).

Segundo dados da industria, durante a producao de 100 litros de vinho tinto,
onde obtém-se 25 kg de subprodutos do vinho tinto, 17 kg sdo de bagaco, ou seja,
17%. Atualmente estes subprodutos estdo sendo utilizados como ra¢do animal ou
como adubo em vinhedos, devolvendo a prépria videira mais de 50% dos nutrientes
retirados, como nitrogénio, fosforo e potassio, sendo estes, praticamente livres de
contaminantes, favorecendo os sistemas agricolas familiares e por outro lado,
permitindo as vinicolas a doac&o ou venda deste subproduto.
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Estas destinacdes visam impedir os impactos da sua permanéncia no
ambiente, podendo, inclusive, atingir o lencol freatico. Outra utilizacdo € na
fabricacdo da graspa, minimizando o acumulo desta biomassa (CAMPOS, 2005).

Por outro lado, a uva possui substancias, quali e quantitativamente muito
ricas, em particular os polifendis, que sédo antioxidantes naturais, sendo 0s que, 0s
principais fendlicos presentes na uva sado os flavonoides (antocianina e flavonais),
os estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos (derivados dos acidos cinamicos e
benzoicos), além de uma larga variedade de taninos (PIRES, 2010). A composic¢ao
fendlica é afetada por diferencas nas espécies, das condicbes ambientais e das
praticas culturais, regiao geogréafica e vinificacdo empregada (FLAMINI et al, 2013;
SHIMA, 2013). Os compostos fenadlicos contribuem para a qualidade do vinho e tem
efeitos na saude humana (FLAMINI et al, 2013).

Os flavonoides sdo importantes pigmentos encontrados na natureza com
grande frequéncia e unicamente nos vegetais. Todos tém uma estrutura C3-C6-C3,
sendo que as partes da molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. Os
flavonoides sao divididos em antocianinas e antoxantinas (BOBBIO e BOBBIO,
2003). Segundo Soares et al (2008), as sementes e cascas da uva contém 0s
flavonoides catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas, acidos fendlicos
e resveratrol.

O resveratrol representa o composto fendlico mais importante do vinho, é
encontrado na casca da uva e apresenta atividade bioquimica, também apresenta
acdo anti-inflamatéria, regula o metabolismo lipoproteico e age como
quimiopreventivo evitando certos tipos de cancer (MORAES et al 2010;FLAMINI,
2013 e LEE, 2014). Este composto € uma fitolalexina produzida pela videira em
resposta a uma situacao de estresse contra o ataque de patégenos (SAUTTER,
2005 e VACCARI, 2009), mas segundo Flamini (2013), os defensivos agricolas
como os herbicidas e ativadores das plantas, atuam na videira como indutor na
sintese dos polifendis, sendo a maioria deles fungicidas, porém, a influéncia dos
defensivos agricolas como 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 é sintetizado sob duas formas isoméricas na planta: 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 deslocalizagéo eletrdnica e
leva a possibilidade de isomeria cis e trans. A forma trans (Figura 1) é mais
abundante e esta localizada na casca da uva (WANG et al, 2004). Sua molécula é
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) podendo haver uma variacdo consideravel nas concentracdes
em todas os cultivares, devido a regido geografica, as condicdes de crescimento e
as tecnologias de vinificacdo empregadas. ((VACCARI, 2009; GU et al, 2013).
Encontra-se o trans-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).
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Figura 1 - Estrutura quimica do trans-resveratrol
OH
COn g

OH
Fonte: Bastos et al (2009).

Segundo o Relatério Brundtland (WORLD COMMISSION ON ENVIROMENT
AND DEVELOPMENT, 1987) o termo desenvolvimento sustentavel é aquele que
satisfaz as necessidades do presente sem comprometer a capacidade das
geracoes futuras de satisfazerem as suas proprias necessidades. Este tema € um
desafio complexo, visto que o0 agravamento dos impactos ambientais tem
consequéncias econdmicas e sociais. A populagcédo 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). O conceito de sustentabilidade refere-se ao aproveitamento integral e a
valorizac@o da matéria-prima e também definido como um processo de eliminacao,
gue até pouco tempo atras era chamado de rejeitos (VIT, 2009).

Para relacionar sustentabilidade com a producao de uvas e vinhos, surge um
novo termo, "vitivinicultira sustentavel” que pela Oganisation Internationale de la
vigne et du Vin, 2008 (OIV), € definido como um sistema que combina
sustentabilidade econémica dos territérios, produtos com qualidade, seguranca e
saude dos consumidores, gerenciando riscos ao ambiente, valorizando aspectos
patrimoniais, historicos, culturais, ecologicos e paisagisticos (FLORES e
MEDEIROS, 2012).

A sociedade atual esté preocupada com a sustentabilidade, ha necessidade
da intervencdo 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 vinificacdo, proporcionando uma
importante estratégia para minimizagdo do impacto ambiental dos mesmos com
consequente producao de produtos com valor agregado (BAIL et al, 2008).

Em suma, a crescente demanda por alimentos benéficos a saude vem
acompanhada com a preocupacao por processos que produzem menos volume de
residuos soélidos ou mesmo que sejam reaproveitados (VIT, 2009). Na
industrializacdo 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. Descarta-se, deste modo, um residuo
com substancias bioativas que poderiam ser aproveitadas. A riqueza desses
materiais faz deles fontes de antioxidantes (PERIN et al, 2011). Neste sentido, o
resveratrol € considerado um suplemento alimentar e uma medicacao natural
relativamente segura, embora, mais investigagdes ainda sejam necessérias para
determinar os efeitos da administragéo cronica (SUKLA e SING, 2011).

Sabe-se que o resveratrol € uma fonte externa de antioxidantes fundamental
para suprimir a resposta inflamatoria e defender dos efeitos deletérios do estresse
oxidativo. Nas ultimas décadas foram realizados inUmeros estudos para esclarecer
o papel dos radicais livres (RL) em processos fisiopatoldgicos como arterosclerose,
processos inflamatérios e cancer. Estes estudos mostram o aumento de patologias
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causadas por radicais livres, sendo este tema cada vez mais importante para
elucidar os mecanismos dos RL (CONTIGUIBA, 2013).

Os radicais livres reagem com substratos biolégicos podendo ocasionar
danos as biomoléculas afetando a saide humana e gerando o stress oxidativo. Os
danos mais graves sdo os causados ao DNA e RNA. Se a cadeia do DNA é
quebrada, pode ser reconectada em outra posi¢céo, alterando a ordem de suas
bases. Esse € um dos processos basicos da mutacdo e o acumulo de bases
danificadas, podem desencadear a oncogénese. Os polifendis, em particular o
resveratrol possuem estrutura ideal para sequestrar os RL, sendo mais efetivos que
a vitamina E e C ( BARREIROS et al, 2006).

Os achados relatados acima justificam a busca por melhorias na extracao e
purificagéo do resveratrol, como co-produto da vinicultura.

3. Método

3.1. Obtenc&o da Amostra

O bagaco de uva Syrah (Jundiai, SP), foi coletado e subdividido em porcoes,
que ficaram armazenadas na geladeira por quatro dias, a temperatura de 12° C e,
apos o segundo dia foi armazenada a temperatura de 6° C. Em seguida parte destas
amostras foi desidratada e parte liofilizada. Desta vez o armazenamento foi
realizado a -18°C para preservar a amostra.

Os extratos dos residuos foram obtidos como descrito por LIU et al (2012),
com adaptacdes, empregando os solventes metanol e acetato de etila. Inicialmente
pesou-se 1 grama do bagaco desidratado e 1 grama do bagaco liofilizado aos quais
foram adicionadas 5 ml de solugéo solvente de metanol e 5 ml de acetato de etila
em cada tubo, no escuro por 24 horas a temperatura ambiente. Apos este periodo
foram centrifugadas a 1000 rpm por 15 minutos, o liquido sobrenadante foi
evaporado até secagem em destilador a temperatura de 50°C. O resveratrol seco
foi suspenso em 2 ml de metanol e congelado a -18°C até o momento da analise.

3.2 Desidratacdo

A secagem pode ser realizada de dois modos, natural ou artificial, através de
desidratadores por meio de calor e velocidade de ar controlada (EVANGELISTA,
2001).

Esta secagem pelo calor € produzida artificialmente com temperatura e
corrente de ar controlado a temperatura de 50 a 70° C. O ar € o meio mais utilizado
de secagem devida a conveniéncia e abundancia. O ar conduz calor ao alimento
provocando a evaporacao da agua, sendo o veiculo de transporte do vapor umido
liberado pelo alimento (GAVA, 2008).

3.3. Liofilizagao

A liofilizacdo é um processo empregado para a conservacao de VAarios
alimentos, permitindo o seu armazenamento por longo periodo mantendo as
caracteristicas organolépticas do produto. Trata-se de um procedimento misto onde
se associam congelamento e desidratacdo. A liofilizacdo requer equipamento
especial com alto vacuo em que o processo € iniciado a partir do produto congelado
seguido da sublimacéo e da desidratagdo onde o produto perde agua, com reducdo
do volume e preservacao da sua cor, sabor, aroma e as caracteristicas nutricionais
quase intactas apos a reidratacdo devido a textura porosa que resulta no produto
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(EVANGELISTA, 2001). O processo € otimizado pela baixa temperatura e auséncia
de ar atmosférico (GAVA, 2008).

Dependendo das condicGes de temperatura e pressao, ha possibilidade do
que é chamado de ponto triplo da 4gua, onde ela se encontra nos trés estados ao
mesmo tempo. A temperatura e pressdo mais baixas, que sdo caracteristicas do
ponto triplo, a fase liquida deixa de existir e a substancia passa do estado sdlido
para o estado gasoso e vice-versa, dependendo das condi¢cBes. O ponto triplo da
agua é definido por uma temperatura de 0° Celsius (C) e presséo de 4,7 milimetros
(mm) de mercurio (GAVA, 2008).

A liofilizacdo mantém todos os compostos volateis e fendlicos em comparacéao
com o bagaco original e melhor método do que o de secagem (TORRES, 2002).

Apos o congelamento, o bagaco foi inserido no liofilizador, dando inicio ao
processo de secagem. A liofilizacdo ocorreu em média por 15 horas com presséo
inicial de 2,9 x 10(-1)torr, e temperatura da camara de secagem de -20 °C.

3.4. Andlise Cromatografica por High Performance Liquid Crhomatography
(HPLC)

Os extratos de resveratrol foram analisados em um cromatografo HPLC SPD
10A SHIMADZU, equipado com detector UV-VIS e coluna C18 de 250 mm de
comprimento, 4 um de diametro de particula e 60 mm de diametro interno segundo
método de Seferin et al (2000), com modificacdes. Foram injetados 20 pl do padrao
resveratrol, e na sequéncia, as amostras desidratadas e liofilizadas foram filtradas
em filtro Millipore 0,22um e detectados em 306nm. A HPLC foi conduzida em
eluicdo isocratica com fluxo de 0,5 ml/min, tempo de corrida de 30 minutos e
pressao de 68 bar, utilizando acetronitrila a 25% com pH 3,0 ajustado com H2SOa.
O resveratrol das amostras foi identificado por comparacdo com o padrdo
farmacéutico. A partir da area do pico obteve-se a quantidade de resveratrol
presente nas amostras que tiveram como métodos de conservacao, a desidratacao
e a liofilizagéo.

3.5. Andlise por Espectroscopia FTIR

As andlises no equipamento Espectroscopy of Fourier Transform Infrared
(FTIR) foram realizadas introduzindo-se, o padrédo (resveratrol em p6 diluido em
metanol, apenas o p6 sem a diluicdo e posteriormente a amostra liofilizada e a
amostra desidratada.

Os extratos foram analisados através de espectroscopia, identificando a
estrutura quimica do resveratrol e lida no equipamento através de um pico,
comparando a estrutura com a tabela de interpretacdo espectrais segundo
Movasaghi et al, 2008, correspondente ao valor do pico, identificando o resveratrol
de acordo com a cadeia de carbono e hidrogénio.

4. Resultados e Discusséao

4.1 Secagem do bagaco

A secagem do bagaco da uva ocorreu a partir de duas formas, a
desidratacéo e a liofilizagdo, ambos os processos foram utilizados para preservar a

amostra, retirando a 4gua que propicia a deterioragao.

a. Desidratacao

866



X WORKSHOP DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA DO CENTRO PAULA SOUZA - i iat Ll L
ISSN: 2175-1897

Para a amostra desidratada obteve-se rendimento de 41,7% de bagaco com
11,4% de umidade final. Foi realizada nova desidratagéo para posterior extracao
em duplicata. Teve rendimento de 40,0% e umidade de 12,4%.

Obteve-se como média de extragdo 40,90%1,20 e 11,0%+0,70 de umidade
(tabela 1).

b. Liofilizacao

O rendimento da primeira liofilizacdo foi de 38,1% e umidade de 7,3%. A
segunda liofilizacdo foi de 46,3% e umidade de 11,1% e a terceira extracao foi
39,02% e umidade de 7,5%. Obteve-se como média de extracdo 41,10%+4,49 e
8,63%+2,14 de umidade (tabela 1).

Tabela 1 - Rendimento da tecnologia de conservagédo e umidade do Bagago

METODO DE RENDIMENTO DA

CONSERVACAO SECAGEM(%) U%
Desidratacao 40,90+1,20 11,0+0,70
Liofilizacao 41,10+4,49 8,63+2,14

4.2 Extracdo do resveratrol
a.Desidratacéo
No bagaco desidratado obteve-se um rendimento de extrato de resveratrol
de 0,45 g/1g +0,30.

b.Liofilizacéo
No bagaco liofilizado obteve-se rendimento de extrato de resveratrol de 0,35
g/1g £0,25. O rendimento dos dois processos se encontra na tabela 2.

Tabela 2- Rendimento das extracdes de resveratrol

METODO DE RENDIMENTO DA EXTRACAO DO
CONSERVACAO RESVERATROL (g/19g)
Desidratacéo 0,45+0,30
Liofilizacdo 0,35%0,25
4.3. HPLC

A presenca do resveratrol foi confirmada por HPLC e FTIR nas amostras
apos extracao.

A partir do padréo farmacéutico de resveratrol obteve-se no cromatograma
0 pico com tempo de corrida de 26,254 minutos. A presenca do resveratrol nas
amostras obteve-se a partir dos picos com tempo de corrida de 26,50 minutos para
a amostra em que o bagaco foi desidratado e de 26,37 para o bagaco liofilizado
(Figura 1).

Figura 1- Cromatograma a) padréo resveratrol; b)bagaco desidratado e c)bagaco
liofilizado

a) b)
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Em relacdo a concentracdo de resveratrol observa-se na tabela 3 que o
bagaco desidratado preservou maior quantidade de resveratrol sendo 44,24 ug/q,
guando comparado com o bagaco que foi liofilizado resultando em 23,90 pg/g,

conforme tabela 3.

Tabela 3- Concentracdo de Resveratrol

Quantidade(png/g) Desidratacao(ug/g) Liofilizagc&o((ug/g)

Resveratrol 44 24 23,90

4

4. FTIR

Na andlise realizada no bagaco desidratado e liofilizado foi constatada a
presenca do resveratrol de acordo com os picos identificados na figura 2

Figura 2- espectroscopia a) padréo de resveratrol diluido; b) bagaco liofilizado c)padréo de
resveratrol pé e d) bagago desidratado

a) b)

2923 resveratrol
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5. Consideragdes finais

Observa-se que os residuos da vitivinicultura analisados possuem o
composto resveratrol, que foi preservado nos dois métodos de conservacao
utilizados — desidratacao e liofilizagdo. Os resultados foram confirmados através de
analise cromatogréfica e de espectroscopia FTIR.

Demonstrou-se também, que ha grande diferenca na concentracdo de
resveratol que é preservada utilizando desidratacdo ou liofilizacdo, sendo o primeiro
mais eficaz nas condicfes realizadas.

Verificou-se ainda que a concentracdo do composto foi reduzida quando a
amostra permaneceu congelada por 120 dias a -18°C, em ambos 0s processos de
conservacdo, sendo que amostra desidratada resultou em degradacdo do
resveratrol, com a mudanca de sua coloracdo natural, avermelhada. Na amostra
liofilizada ndo houve a degradacdo do composto, ou seja, a conservacdo sob
refrigeracdo, por tempo prolongado, altera o rendimento do resveratrol dos dois
processos.

Segundo Careri et al, 2003, o bagaco da uva apresenta 6,0 pg/g de
resveratrol e nos estudos de Sato, 2012 encontrou 7,6 pg/g para uva Alicante e 6,4
Hg/g para uva Syrah. A quantidade encontrada neste estudo é superior a dos
autores citados devido a retirada de &gua pelos processos tecnoldgicos
empregados havendo, portanto uma maior concentracao do resveratrol.
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Ambas as técnicas de desidratacdo preservam o resveratrol, apresentando-
se como uma alternativa viavel para utilizacdo do bagaco de uva proveniente da
producao de vinho em finalidades mais nobres do que simplesmente ser convertida
em racéo animal.
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