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REVISAO LITERARIA
1.1. COMPOSICAO DA UVA

Segundo Shima (2013), a fruta que mais apresenta compostos fendlicos é a
uva. Encontram-se ainda em sua composi¢ao acidos fenélicos (derivados dos &cidos
cinamicos e benzdicos), flavondides (flavondis e antociamina), os estilbenos
(resveratrol) e grande quantidade de taninos. Os compostos fendlicos favorecem a
qualidade dos vinhos e possuem efeitos benéficos a satde humana (FLAMINI et al.,
2013).

As uvas da espécie de Vitis labrusca sdo denominadas uvas rusticas ou
comuns. De maneira geral, estas videiras caracterizam-se por apresentarem elevada
produtividade e alta resisténcia as doencas que normalmente atacam as cultivares

de Vitis vinifera, conhecidas como uvas finas. (MAIA et al., 2005).

Elas sdo usadas para o consumo in natura, entre as principais variedades
dessa espécie estdo Bordd, BRS Rubea, Isabel, Concord, Nidgara e Moscato.
(SAUTTER, 2003; CAMARGO; MAIA; NACHTIGAL, 2005; CAMARGO;
NACHTIGAL, 2007).

1.2.  RESIDUOS DA VINIFICACAO

O setor agricola gera grande quantidade de residuos agroindustriais e a busca
de alternativas para a utilizacdo dessa matéria organica gerada vem aumentando
dentro de varios centros de pesquisas. Na area vinicola, esses residuos
representam um grave problema ao meio ambiente, gerando um impacto ambiental,
pois quando jogado ao ar livre compromete as aguas dos lencéis freaticos, devido a
acidificacdo do solo, por esses compostos organicos liberarem excessivas
quantidades de fosforo e nitrogénio. Entretanto € também fonte potencial de
compostos bioativos, tais como as antocianinas reconhecidas pela atividade
antioxidante e sua capacidade de coloracdo quando adicionada a produtos

farmacéuticos, cosméticos e/ou alimentos. (PORTO et al., 2014).



Através da prensagem das partes soélidas das uvas e do mosto € obtido o
bagaco. Este residuo da vinificacdo apresenta alto teor alcodlico e representa um
importante subproduto da industria vinicola devido aos componentes fisicos que
contém (SILVA, 2003).

O residuo de uva é constantemente utilizado para compostagem e adubo para
o solo, no entanto, este residuo também é considerado uma fonte de varios
compostos. Pode ser usado para readquirir &cidos orgéanicos, tais como tartaratos,
malatos e acido citrico (SCHIEBER, STINTZING, CARLE, 2001).

Dos subprodutos obtidos durante a producéo de vinho, 13% sao descartados e
poderiam ser mais bem reaproveitados por conter alta concentragdo de compostos
bioativos. Esses compostos poderiam ser extraidos e aplicados em industrias
quimicas, farmacéuticas e de alimentos (TORRES et al., 2002; SELANI, 2010).

Do bagaco e da borra do vinho se extraem corantes naturais para a industria
de alimentos. Dos depdsitos que se formam nos recipientes vinarios é extraido a
“grupula”, que é formada por cristais de tartarato de potassio, utilizado na industria
farmacéutica (sal de frutas). A formacdo desses cristais € consequéncia de um
excesso de bitartarato de potassio ou de tartarato de calcio, sais cuja solubilidade
diminui com a reducdo da temperatura (RIZZON et al., 2007). Esta precipitacado
tartarica em vinhos, por cristalizacdo espontanea em condi¢cdes naturais, € um
fendmeno imprevisivel e pode ocorrer durante a vinificacdo ou depois de embalados
(ANDRADE, 2012).

A busca pelos beneficios do resveratrol vem justamente dessa sua propriedade
antioxidante, estudadas primeiramente no “Paradoxo Francés” (IZARD, 2010). Os
polifendis presentes no vinho, principalmente o resveratrol sdo 0s principais
componentes utilizados por uma populacdo para manter a saude cardiovascular,
através da ingestdo de algumas tagas de vinho durante as refeices (FRANKEL et
al., 1993; DOHADWALA e VITA, 2009; IZARD, 2010).

1.3. RESVERATROL



O resveratrol foi identificado primeiramente em 1940, em um tipo de lirio nas
suas raizes, conhecido como Veratrum grandiflorum, logo apdés no Polygonum
cuspodatum também em suas raizes (RUIVO et al.,, 2015). No ano de 1976 foi
identificado em uvas da espécie Vitis vinifera e se tornou fonte de pesquisas para
prevencao e diminuicdo da progressao de varias doencas. (LANGCAKE e PRYCE,
1976). Além de estar entre os compostos fendlicos das uvas, o resveratrol também
pode ser encontrado em alimentos como amendoim, cacau, morango, e em algumas
variedades de chas (PIESZKA et al., 2016).

Resveratrol (trans-3, 5,4’- trihydroxystilbeno), € um composto fendlico, da
classe dos polifendis, do tipo estilbeno, ndo flavonoides, estudado atualmente por
sua capacidade de neutralizar os radicais livres, diminuindo o estresse oxidativo
(PEREIRA JUNIOR et al., 2013; YANG et al., 2016). E facilmente encontrado em
uvas, vinhos tintos, brancos e seus derivados, entretanto sua sintese advém
principalmente das cascas dos frutos (CHANG et al., 2015; PRADO et al., 2013;
LANCON et al., 2016; MULERO et al., 2015; PEREDO — ESCARCEGA et al., 2015;
PIESKA et al., 2016).

O resveratrol previne danos ocasionados por estresse oxidativo induzido pelo
peréxido de hidrogénio e radiacdo ultravioleta em culturas de fibroblastos e
queratinécitos (JAGDEO et al., 2010). Sua capacidade antioxidante esta
intrinsicamente ligada a sua estrutura. Seu grupo p-hidroxi e a posicdo de sua
hidroxila tem habilidade em sequestrar radicais livres e evitar o ciclo pré-oxidante
(KOVACIC et al.; 2010).

Algumas substancias, como o resveratrol tem a capacidade de se ligar a ions
metdlicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na producdo de radicais
livres. Esta atividade resulta de um conjunto de propriedades, tais como: atividade
quelante do ferro, atividade sequestrante de radicais livres, inibicdo das enzimas
cicloxigenases, lipoxigenases, NADPH-oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase, e
estimulo de enzimas com atividade antioxidante como a catalase e a superoxido-
dismutase (SIMOES et al., 2007).
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1.3.1. ESTRUTURA QUIMICA DO RESVERATROL E SUA FUNCAO
BIOLOGICA

O resveratrol encontra-se nas formas cis e trans. A forma trans é mais estavel
termodinamicamente e € formado através de uma reacdo de condensacdo de trés
moléculas de malonil — CoA e uma molécula de p-cumaril — CoA, esta presente nas
cascas da maioria das variedades de uvas. A radiagdo UV favorece a formacao do
isbmero cis que é instavel e é facilmente isomerizada na forma trans (NDIAYE et al.,
2011).

Por possuir propriedade fortemente antioxidante, 10.000 vezes mais do que a
vitamina E, estudos relatam os beneficios do resveratrol sobre a pele como agente
antienvelhecimento e inibidor da atividade da tirosinase (FRANCO et al., 2012).

O isbmero trans-resveratrol tem reconhecidas atividades biolédgicas, e algumas
delas sédo de uso terapéutico, tais como acdo antiinflamatoria, inibicdo da enzima

lipoxigenase e acao anticarcinogénica.

Esse composto tem como principal funcdo neutralizar os radicais livres,
diminuindo o estresse oxidativo, que causa grandes alteracfes fisioldgicas e
patolégicas no organismo humano, desencadeando doencas cronicas e

degenerativas como o envelhecimento e cancer (LEAL et al., 2017).

A utilizacdo do resveratrol em cosméticos vem de suas propriedades
antioxidantes. Park e Boo (2013) e Yanagihara et al., (2012) obtiveram resultados
positivos para o resveratrol como inibidor da tirosinase, uma vez que 0 processo da

formacao da melanina € um processo oxidativo.

1.4. TIROSINASE / MELANINA

7

A tirosinase € uma enzima amplamente encontrada na natureza, distribuida
entre plantas, microrganismos e animais e tem como papel principal a biossintese de
melanina e outros processos fisiologicos. Sdo enzimas tetraméricas, com dois sitios

ativos por molécula, que possuem uma massa molar de 120 kDa. Esses sitios
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contém dois atomos de cobre (ligados a seis moléculas de histidinas) que possuem
interacdo com oxigénio molecular (FARIA et al., 2007; DURAN et al., 2002). A
tirosinase tem como componente o cobre e é utilizada como substrato de compostos
fendlicos (OKOMBI et al., 2006).

A tirosinase atua sobre a tirosina formando um complexo enzimatico cuprico-
proteico sintetizado nos ribossomos e ¢é transferido através do reticulo
endoplasmatico para o aparelho de Golgi onde é aglomerado em unidades envoltas
por melanossomas (MIOT et al., 2009).

A reacao inicial para a formagdo de melanina envolve a hidroxilagdo do
substrato L-tirosina em 3,4- dihidroxifenilalanina (DOPA), com a liberagdo de uma
molécula de agua, catalisada pela enzima tirosinase. A tirosinase se envolve na
oxidacdo de DOPA em DOPAquinona e na oxidacdo de 5,6-dihidroxindol (DHI) a
indol-5,6-quinona (OKOMBI et al., 2006).

A melanina € um biopolimero heterogéneo, pigmentado polifendlico com
grande peso molecular, de coloracao castanha, responsavel pela coloragédo de pele,
cabelo, olhos e no escurecimento de alimentos. Sua concentracdo determina a

intensidade da coloracao.

A melanina desempenha um papel importante na protecdo da pele humana

contra os danos da radiacao ultravioleta e na supresséo de radicais livres. Porém,

seu acumulo ou quantidade anormal em diferentes partes da pele resulta em

hiperpigmentaces que podem se tornar uma disfuncéo estética (CHANG, 2009).

Em funcéo da disfuncdo pigmentar associada a acao da tirosinase, a busca por
compostos capazes de inibir essa enzima tém despertado interesse crescente na
industria cosmeética. Dessa forma, novos produtos com potencial inibitorio devem ser
investigados, assim como o resveratrol extraido da uva Vitis labrusca, pelo método

de liofilizacao.

1.5.  LIOFILIZACAO
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A liofilizacdo € um processo que apresenta vantagens quando comparado com
0 processo convencional de secagem, pois varias reacdes de degradacdo sao
minimizadas quando a umidade é removida em baixas temperaturas. A transicao de
material hidratado para desidratado mantém a estrutura do material e aumenta sua

estabilidade durante a estocagem e armazenamento (BOSS, 2004).

A liofilizagdo é capaz de gerar perda de agua e diminuicdo do volume do
material. Esse processo mantém a cor, sabor, aroma e as caracteristicas nutricionais
guase intactas, evento decorrente da formacéo de textura porosa (EVANGELISTA,
2005). O processo é desenvolvido com baixa temperatura e auséncia de ar
atmosférico (GAVA, 2009). Contudo, se o tempo de congelamento for excessivo
ocorrera ruptura do material, ocasionando danos estruturais ao mesmo (MARQUES,
2008).

E um procedimento de separagdo por sublimacdo, empregado para a
conservacdo de varios alimentos, permitindo o seu armazenamento por longo
periodo, capaz de manter suas caracteristicas organolépticas, visto que ocorre em
condicBes especiais de pressao e temperatura. Trata-se de um procedimento misto

gue associa o congelamento e a desidratacdo (EVANGELISTA, 2005).
1.6. PROCESSO DE LIOFILIZACAO

O processo de liofilizagcdo ocorre em trés etapas: primeiro o congelamento, logo
ap0s a secagem primaria e por ultimo a secagem secundaria, conhecida também
como dissorcdo. Nesse processo, a secagem secundaria é considerada critica e

dessa forma, para garantir a qualidade final do produto liofilizado é necesséria a

utilizacao correta dos parametros de pressao e tempo (METTA et al., 2012).

7

O congelamento é responsavel pela forma, tamanho, conectividade e
distribuicAo dos poros na camada seca formada na sublimacdo. Através do
congelamento os alimentos perdem calor pela superficie de transferéncia térmica
para 0 meio. Os cristais formados durante esse processo devem conter tamanhos
homogéneos para uma rapida secagem. Caso esses cristais sejam pequenos a

transferéncia de massa de vapor de agua sera limitada (MARQUES, 2008).
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A secagem primaria ou sublimacdo é um processo endotérmico que fornece
calor em todo esse processo. A agua congelada é deslocada por sublimacdo e a
pressao utilizada deve estar préxima ao vapor de equilibrio da dgua congelada ou
ainda menor (BOSS, 2004).

O material deve ser resfriado abaixo de 0° C para manter a 4gua congelada, e
a pressao absoluta deve estar em 4,58 torr na sublimacdo de agua pura. A mudanca
da etapa de secagem primaria para secundaria ocorre quando ndo existir interface
de sublimacédo (camada congelada) (MARQUES, 2008).

A secagem secundaria consiste na retirada da agua ligada ao material, com
velocidade reduzida. Esta etapa s6 ocorre quando a umidade residual for inferior a
umidade do material para garantir sua estabilidade por longos periodos (MARQUES,
2008).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a liofilizacdo das cascas
de uvas da espécie Vitis labrusca, para que fossem obtidos compostos fendlicos da
mesma, e assim testd-los em quatro concentracbes diferentes, garantindo a
confirmagédo da atividade inibitéria da enzima tirosinase in vitro nessas quatro

diferentes concentragoes.
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RESUMO

As industrias vinicolas sdo grandes geradoras de residuos organicos descartados ao
meio ambiente. Atualmente a industria farmacéutica tem se interessado por estes
residuos devido aos compostos bioativos presentes. Entre eles destacam-se 0s
produtos fendlicos, fonte de antioxidantes naturais com comprovado valor
terapéutico e cosmético. O presente trabalho teve como objetivo extrair compostos
fendlicos do bagaco das uvas da espécie Vitis labrusca e através de ensaio in vitro
verificar sua eficacia na inibicdo da enzima tirosinase. Os compostos fendlicos
extraidos das uvas da espécie Vitis labrusca foram eficazes na inibicdo da enzima
tirosinase in vitro e dessa forma representam uma fonte potencial de compostos
bioativos para uso em produtos cosméticos. Foi possivel concluir também que a
atividade observada no extrato fenodlico foi decorrente da presenga do resveratrol,
uma vez que este possui atividade comprovada em diversos estudos. Entretanto,
mais estudos devem ser realizados a fim de verificar a quantidade de resveratrol no
bagaco da uva Vitis Labrusca obtido com residuo da vinificacdo, assim como sua

acao quando adicionado a uma base cosmética.
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PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos; Vitis labrusca; Tirosinase; Resveratrol.
ABSTRACT

The wine industries are major generators of organic waste disposed to the
environment. Currently the pharmaceutical industry has been interested in those
residues due to the presente bioactive compounds. Among them stand out the
phenolic products, source of natural antioxidants with proven therapeutic and
cosmetic value. The objective of the present study was to extract phenolic
compounds from the bagasse of Vitis labrusca grapes and through in vitro test to
verify their effectiveness in inhibiting the tyrosinase enzyme. Phenolic compounds
extracted from Vitis labrusca grapes were effective in inhibiting the tyrosinase
enzyme in vitro and thus represent a potential source of bioactive compounds for use
in cosmetic products. It was also possible to conclude that the activity observed in
the phenolic extract was due to the presence of resveratrol, since it has proven
activity in several studies. However, further studies should be carried out to verify the
amount os resveratrol in Vitis labrusca grape bagasse obtained with vinificatin

residue, as well as its action when added to a cosmectic base.
KEY WORDS: Phenolic compounds; Vitis labrusca; Tyrosinase, Resveratrol.
1. INTRODUCAO

O setor agricola utiliza a uva como matéria-prima, que ao final do processo
gera uma grande guantidade de residuos. Dessa forma, existe um interesse por
alternativas para a utilizacdo dessa matéria organica gerada, dentro de varios
centros de pesquisas (PORTO et al., 2014).

Na area vinicola esses residuos representam um problema ao meio ambiente,
pois comprometem as aguas dos lencois freaticos. Entretanto, podem ser utilizados
para compostagem e adubo para o solo, uma vez que acidificam o mesmo
fornecendo acidos organicos, tais como tartaratos, malatos e acido citrico
(SCHIEBER et al., 2001).
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Dos subprodutos obtidos durante a producéo de vinho, treze por cento sao
descartados, enquanto poderiam ser reaproveitados por conter alta concentracdo de
compostos bioativos. Esses compostos poderiam ser extraidos e aplicados em
industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos (TORRES et al., 2002; SELANI,
2010).

Do bagaco e da borra do vinho séo extraidos corantes naturais para a industria
de alimentos. Dos depdésitos que se formam nos recipientes vinarios é extraido a
“grupula”, que é formada por cristais de tartarato de potassio, utilizado na industria
farmacéutica (sal de frutas). Ainda na casca da uva encontram-se acidos fendlicos
(derivados dos acidos cinamicos e benzdicos), flavonéides (flavondis e antociamina),
os estilbenos (resveratrol) e grande quantidade de taninos. Os compostos fendlicos
favorecem a qualidade dos vinhos e possuem efeitos benéficos a saude humana
(FLAMINI et al., 2013).

Dentre os compostos fendlicos presentes nos vinhos tintos, brancos e seus
derivados encontra-se o resveratrol, entretanto sua sintese advém principalmente
das cascas dos frutos (CHANG et al., 2015; PRADO et al., 2013; LANCON et al.,
2016; MULERO et al., 2015; PEREDO — ESCARCEGA et al., 2015; PIESKA et al.,
2016). O resveratrol foi identificado, no ano de 1976 em uvas da espécie Vitis
vinifera e se tornou fonte de pesquisas para prevencao e diminuicdo da progressao
de vérias doencas (LANGCAKE e PRYCE, 1976).

Resveratrol (trans-3, 5,4’- trihydroxystilbeno) é um composto fendlico, da
classe dos polifendis, do tipo estilbeno, ndo flavonoides, estudado atualmente por
sua capacidade de neutralizar os radicais livres, diminuindo o estresse oxidativo, que
causam grandes alteracdes fisiolégicas e patoldégicas no organismo humano,
desencadeando doencgas crbnicas e degenerativas como o envelhecimento e cancer
(LEAL et al., 2017).

O resveratrol previne danos ocasionados por estresse oxidativo induzido pelo
peréxido de hidrogénio e pela radiacdo ultravioleta em culturas de fibroblastos e
queratinécitos (JAGDEO et al.,, 2010). Sua capacidade antioxidante esta
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intrinsicamente ligada a sua estrutura. Seu grupo p-hidroxi e a posicdo de sua
hidroxila tem habilidade em sequestrar radicais livres e evitar o ciclo pro-oxidante
(KOVACIC et al., 2010).

Também possuem a capacidade de se ligar a ions metélicos, impedindo-os de
atuarem como catalisadores na producao de radicais livres. Esta atividade resulta de
um conjunto de propriedades, tais como: atividade quelante do ferro, inibicdo das
enzimas cicloxigenases, lipoxigenases, NADPH-oxidase, xantina-oxidase e
fosfolipase, e estimulo de enzimas com atividade antioxidante como a catalase e a
superéxido-dismutase (SIMOES et al., 2007).

O resveratrol encontra-se nas formas cis e trans. A forma trans € mais estavel
termodinamicamente e € formado através de uma reacdo de condensacao de trés
moléculas de malonil — CoA e uma molécula de p-cumaril — CoA, esta presente nas
cascas da maioria das variedades de uvas. A radiagdo UV favorece a formacao do
isbmero cis que é instavel e é facilmente isomerizada na forma trans (NDIAYE et al.,
2011). O isbmero trans-resveratrol tem reconhecidas atividades bioldgicas, e
algumas delas sé@o de uso terapéutico, tais como acdo anti-inflamatoria, inibicdo da

enzima lipoxigenase e agao anticarcinogénica.

Por possuir propriedade fortemente antioxidante, maiores do que a vitamina E
(10.000) estudos relatam os beneficios do resveratrol sobre a pele como agente

antienvelhecimento e inibidor da atividade da tirosinase (FRANCO et al., 2012).

Park e Boo (2013) e Yanagihara et al., (2012) obtiveram resultados positivos
com o uso do resveratrol como inibidor da enzima tirosinase, uma vez que o

processo da formacado da melanina € um processo oxidativo.

A tirosinase possui como papel principal a biossintese de melanina e outros
processos fisiolégicos. S&o enzimas tetraméricas, com dois sitios ativos por
molécula, que possuem uma massa molar de 120 kDa. Esses sitios contem dois
atomos de cobre (ligados a seis moléculas de histidinas) que possuem interacao
com oxigénio molecular (FARIA et al., 2007; DURAN et al., 2002). A tirosinase tem
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como componente o cobre e utilizada como substrato compostos fenélicos (OKOMBI
et al., 2006).

A tirosinase atua sobre a tirosina formando um complexo enzimético cuprico-
proteico sintetizado nos ribossomos e transferido através do reticulo endoplasmatico
para o aparelho de Golgi onde é aglomerado em unidades envoltas por

melanossomas (MIOT et al., 2009).

A reacdo inicial para a formacdo de melanina envolve a hidroxilacdo do
substrato L-tirosina em 3,4- dihidroxifenilalanina (DOPA), com a liberacdo de uma
molécula de agua, catalisada pela enzima tirosinase. A tirosinase se envolve na
oxidacdo de DOPA em DOPAquinona e na oxidacdo de 5,6-dihidroxindol (DHI) a
indol-5,6-quinona (OKOMBI et al., 2006).

A melanina é um biopolimero heterogéneo, pigmentado polifendlico com
grande peso molecular, de coloracdo castanha, responsavel pela coloracao de pele,
cabelo, olhos. A melanina desempenha um papel importante na protecdo da pele
humana contra os danos da radiacéo ultravioleta e na supresséo de radicais livres.
Porém, seu acumulo ou quantidade anormal em diferentes partes da pele resulta em

hiperpigmentacdes que podem se tornar uma disfuncéo estética (CHANG, 2009).

Em funcao da disfuncao pigmentar associada a acéo da tirosinase, a busca por
compostos capazes de inibir essa enzima tém despertado interesse crescente na
induUstria cosmética. Dessa forma, novos produtos com potencial inibitério devem ser
investigados, assim como os compostos fendlicos extraidos da uva Vitis labrusca,

fonte de resveratrol.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo extrair compostos
fendlicos do bagaco das uvas da espécie Vitis labrusca e através de ensaio in vitro,

verificar sua eficacia na inibicdo da enzima tirosinase.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. AMOSTRA



25

Para a realizac&o do trabalho, foi adquirido aproximadamente 1 kg de amostras
de bagaco de uva Vitis labrusca, que foram cedidas pela Vinicola Bordignon,
localizada na linha alvorada, zona rural de Palotina — PR, em margo de dois mil e

dezenove.

Apos adquirir as amostras, as mesmas foram levadas até a Universidade
Estadual do Oeste do Parana, em Cascavel, para o laboratorio de alimentos, onde
foram congeladas e liofilizadas. Os demais ensaios foram realizados no Centro
Universitario da Fundacdo Assis Gurgacz, nos laboratorios de quimica e tecnologia

farmacéutica.
2.2.  LIOFILIZACAO

Primeiramente as amostras de bagaco de uva Vitis labrusca foram separadas
dos talos e semente manualmente. Entdo, as amostras foram separadas em quatro
aliquotas de 20 g e liofilizadas por 72 horas a temperatura de -45 °C, com pressao

inicial de 3,1 x 10-1 torr, utilizando o Liofilizador Freeze Dryer, linha LJJ (Figura 1).



Figura 1 - Liofilizador Freeze Dryer

Processo de Liofilizagéo

Fonte: Autora
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A liofilizacdo € um processo que apresenta vantagens quando comparado com
0 processo convencional de secagem, pois varias reacdes de degradacdo sao
minimizadas quando a umidade é removida em baixas temperaturas. A transicao de
material hidratado para o desidratado mantém a estrutura do material e aumenta sua

estabilidade durante a estocagem e armazenamento (BOSS, 2004).

O processo de liofilizacdo consistiu em trés etapas, sendo elas o
congelamento, a secagem primaria e a secundéria. O congelamento foi responsével
pela forma, tamanho, conectividade e distribuicdo dos poros na camada seca
formada na sublimacgédo. Através do congelamento a amostra perdeu calor pela
superficie de transferéncia térmica para o meio. Os cristais formados durante esse
processo devem conter tamanhos homogéneos para uma réapida secagem. Caso
esses cristais sejam pequenos a transferéncia de massa de vapor de agua sera
limitada (MARQUES, 2008).

A secagem primaria ou sublimacédo foi um processo endotérmico que forneceu
calor em todo esse processo. A agua congelada foi deslocada por sublimacéo e a
pressédo utilizada estava proxima ao vapor de equilibrio da agua congelada ou ainda
menor (BOSS, 2004).

O material foi resfriado abaixo de 0°C para manter a agua congelada, e a
pressdo absoluta devia estar em 4,58 torr na sublimacdo de agua pura. A mudanca
da etapa de secagem primaria para secundaria ocorreu quando nao existiu mais
interface de sublimacédo (camada congelada) (MARQUES, 2008).

A secagem secundaria consistiu na retirada da agua ligada ao material, com
velocidade reduzida. Esta etapa sé ocorreu quando a umidade residual foi inferior a
umidade do material para garantir sua estabilidade por longos periodos (MARQUES,
2008). Nesse processo, a secagem secundaria foi considerada critica e dessa
forma, para garantir a qualidade final do produto liofilizado foi necessaria a utilizacéo
correta dos parametros de presséo e tempo (METTA et al., 2012). O produto final do

processo de liofilizac&o foi representado na figura 2.



Figura 2 — Produto final do processo de liofilizacéo

Amostra liofilizada

Fonte: Autora
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2.3.  EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
2.3.1. EXTRACAO

O protocolo utilizado foi realizado segundo Liu et al., (2012), com modificacdes.
Foi pesado 1g de composto liofilizado o qual foi adicionado de 5 ml de solucéo
solvente de metanol e 5 ml de acetato de etila (PM 88,11 g/mol). Os compostos
fendlicos foram extraidos no escuro por 24 horas a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, o liquido de extracdo foi centrifugado a 1000 rpm por 15 min.

O sobrenadante foi evaporado até secagem no rotaevaporador (Figura 3) por 3
horas a temperatura de 50°C. O extrato fendlico bruto seco foi suspenso em 2 ml de

metanol e congelado a -18°C até o momento da andlise.



Figura 3- Rotaevaporador

Processo de rotaevaporacao

Fonte: Autora
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2.4. DA ATIVIDADE DE INIBICAO SOBRE A TIROSINASE
2.4.1. PREPARO DAS SOLUCOES

Tampéo fosfato de sédio 50mM pH 6,5

Fosfato de sédio monobasico 4,3821g
Fosfato de sédio dibasico 4,0069g
Agua destilada g.s.p. 1000ml
Solucéao de tirosinase 25U/ml

Tirosinase de cogumelo (25KU/ml, Sigma Aldrich) 100 pL
Tampao fosfato de sédio 50mM pH 6,5 g.s.p 10 ml
Solucéao de L-tirosina 2mM

L-Tirosina (Sigma Aldrich) 0,009g
Tampao fosfato de sédio 50mM pH 6,5 g.s.p 25ml
Solucdo de Acido fitico

Acido fitico 2ml
Agua destilada g.s.p. 100ml

Para a preparacdo do tampao fosfato de sédio 50mM, foram pesados 4,3821g
de fosfato de s6dio monobasico e 4,0069g de fosfato de sddio dibasico. Os mesmos
foram adicionados em um baldo volumétrico de 1000ml, completou-se o volume com
agua destilada qg.s.p. para 1000ml. Ap6s homogeneizar completamente, verificou-se

o pH utilizando um pHmetr6 calibrado, o qual indicou pH 6,5.

Para o preparo da solucao tirosinase 25U/ml pipetou-se 100uL de tirosinase de
cogumelo (25KU/ml) em um baldo volumétrico de 10ml, com a solucdo tampao
fosfato de s6dio 50mM pH 6,5 q.s.p. completou-se o volume para 10ml. A mistura foi

entdo homogeneizada.

Na preparacgéo da solugéo de L-tirosina 2mM, pesou-se 0,009g, acrescentou-se
a mesma em um bal&do volumétrico de 25ml. Com a solucédo tampéo fosfato de sodio
50mM pH 6,5 g.s.p. completou-se o baldo para o volume de 25ml e a mistura foi

entdo homogeneizada.



32

Preparou-se a solucéo de &cido fitico pipetando-se 2ml do mesmo e colocando-
o em um baldo de 100ml. Completou-se o volume com agua destilada g.s.p. para

100ml e a mistura homogeneizada.
2.5. SOLUCAO DE EXTRATO FENOLICO

Os extratos metandlicos foram diluidos em agua destilada e foi preparada uma
solugdo na concentragdo de 5% (v/v). A partir dessa solugdo, foram retiradas
aliquotas de forma a se obter solu¢cdes em diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 1,5;
2,0 (%V/Vv)). As solucdes em diferentes concentracfes estdo demonstradas na Figura
4.
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Figura 4- solugBes em diferentes concentragbes

Solugdes preparadas com varias concentragoes.

Fonte: Autora
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2.6. INIBICAO DA ENZIMA TIROSINASE in vitro

O ensaio foi realizado segundo Khatib (2005), com algumas modificagées. Em
tubos de ensaio foram adicionados 30 pL de solucao de tirosinase 25U/ml, 60 pL de
solucdo tampéo fosfato de so6dio 50mM pH6, 5 e 1ml do extrato fendlico nas
diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 (%v/v)). Essa mistura foi incubada por 5
min a 25°C. E entdo foi adicionado 100 pL de solugcdo de L-tirosina (2mM) para
reacdo a 25°C. O controle negativo foi feito da mesma forma que para o extrato
fendlico, entretanto, no lugar do extrato foi utilizado o acido fitico (com atividade
comprovada no efeito inibidor da enzima tirosinase). Para o controle positivo foi
adicionado em um tubo 60 puL de solucdo tampéo fosfato de sédio 50mM pH6, 5, 30
pL de solucéo de tirosinase 25U/ml e 100 pL de L-tirosina para reagao a 25°C. O

controle positivo foi realizado a fim de demonstrar a formacao da melanina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.  LIOFILIZACAO E EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Verificou-se que ao final do processo de liofilizacdo, a cor do material se
manteve preservada. Esse fato ocorreu devido a ndo exsudacdo do material
bioativo, preservando a amostra durante 0 processo, pois a agua passou do estado
sélido para o gasoso sem passar pela fase liquida processo esse chamado de
sublimacédo (BOTTI, 2016).

Quanto mais intensa a coloragédo da uva, mais interessante se torna do ponto
de vista funcional, ja que as uvas de coloracdo escura apresentaram maior contetdo
de compostos fendlicos e capacidade antioxidante (FREITAS et al., 2010).

Os compostos fenolicos ndo foram caracterizados, entretanto diversos estudos
apontam que o principal composto presente na uva é o resveratrol. Concentracdes
significativas de resveratrol foram encontradas nos sucos de uvas brasileiras e
essas concentracdes variaram principalmente de acordo com a origem e o tipo da
uva, assim como com o processo de extracdo (FREITAS et al., 2010). BOTTI (2016)
avaliou comparativamente métodos de preservacdo e extracdo do resveratrol e

observou que o bagaco liofilizado resultou em concentracdo maior de resveratrol
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sendo 0,25 pgg™ quando comparado com o bagaco que foi desidratado resultando
em 0,04 pgg™.

RIMANDO et al., (2004), encontraram valores de resveratrol entre 7 e 5800
ng.g * base seca, em espécies de Vitis, 0 que correspondeu a quantidades de no
maximo 0,15 mg.100 g *, considerando valor de umidade em torno de 80%. Outro
estudo observou a presenca de resveratrol na casca, local onde é sintetizado e onde
se concentra a maior quantidade da substancia (CHANG et al., 2015). Ao avaliar o
processo de vinificacdo Oliveira et al., (2015) observaram que a maior parte dos
compostos fenélicos da uva néo foi extraido para o vinho (3,99+0,22g kg™), ficando
no bagaco (5,75+0,44 g kg™).

Estudos realizados por Adrian et al., (2000) e Jung et al., (2005) sugeriram que
o resveratrol poderia ser utilizado como agente terapéutico no combate a algumas
infeccbes fungicas. Segundo estudos realizados por Langcake e Pryce (1976) e
Domingo e Lopes-Brea (2003) e Chan (2002) o resveratrol regrediu a infec¢cdo por
dermatdfitos e bactérias da pele em humanos. O resveratrol ainda apresentou
inUmeros estudos que comprovaram suas propriedades anticarcinogénicas,

cardioprotetora e antienvelhecimento (LEAL et al., 2017).

3.2. ENSAIO DE INIBICAO DA ENZIMA TIROSINASE

No ensaio de inibicdo da enzima tirosinase observou-se a inibicdo total da
enzima pelo extrato fendlico. Também foi possivel observar a inibicdo da atividade
da enzima no tubo de ensaio em que foi utilizado o acido fitico. O controle positivo
demonstrou a formagdo da melanina, visualizada pela formagdo de um pigmento

marrom. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.



Figura 5- Solucdes do extrato fendlico, do controle positivo e negativo.
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Solucdes do extrato fendlico, do controle positivo e negativo

Fonte: Autora
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Dentre os distirbios metabdlicos que ocorrem na epiderme no processo de
envelhecimento cronico, tem-se o0 surgimento da hiperpigmentacdo, decorrente do
aumento na producédo de melanina. Desta forma, verificou-se que o resveratrol pode
atuar nesse processo, pois 0 mesmo apresenta a capacidade de inibir a tirosinase
de forma n&o competitiva. Quando em presenca de oxigénio a forma oxidada do
resveratrol se liga ao conjunto de enzima — substrato, quelando-o evitando que a
reacao ocorra, portanto, atuando apenas como agente de clareamento da pele
(PERETTI et al., 2015).

Para Park e Boo (2013), o resveratrol presente no extrato do caule de parreira
apresenta IC50 (Inhibitory Concentration - média (50%) da concentracdo maxima
inibitéria da sintese de melanina) = 0,39 pg/ml, o acido p-cumarico IC50 = 0,66 pg/ml
e o arbutin 1IC50 > 100ug/ml, sugerindo o resveratrol como um potente inibidor
seletivo da tirosinase. Também mostrou comparativamente que com o aumento da

concentracdo das substancias tem-se a diminuicdo da sintese de melanina.

Mas, Franco et al., (2012) e Kim et al., (2002) avaliaram a IC50 do resveratrol
e observaram que esse valor foi de = 57,07ug/ml e 22,8ug/ml, respectivamente,
inibindo fracamente a enzima. Kim et al, (2002) relatou que o acido kojico e o
resveratrol possuem niveis proximos de inibicdo da atividade da enzima (14,9 e
12,6 % respectivamente) a 10umol/L, 41,4 e 36,8% a 30umol/L e 76,7 e 63,8% a
100pmol/L. Esses autores observaram que 0 aumento da concentracdo foi

diretamente proporcional ao aumento da inibicdo da atividade da enzima.

De acordo com Franco et al., (2012) o resveratrol inibiu a tirosinase, mas nao
inibiu a sintese de melanina de maneira que permita-se por si s6 como um agente
clareador da pele nos cosméticos, porém atua positivamente em associacdo com

outros agentes clareadores.

Pesquisadores analisaram os derivados de resveratrol e seus efeitos na
melanogénese e a viabilidade das células de melanoma B16 F10 as quais foram

adicionadas a-MSH (100 nM) para obtencdo do aumento da sintese de melanina. Os
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nove derivados do resveratrol, cinco de éter (2a-2e); quatro ésteres (3a-3d), nas
células testadas, demonstraram que a producdo de melanina diminuiu quando em
concentracdes 5 a 20 pg/ml, sem citotoxidade o que justificou seu potencial uso para

aplicacao de cosmeéticos e em produtos contra a carcinogénese (LIU Q. et al., 2015).

Estudo realizado por Jang et al., (1997), demonstraram que a aplicacao tépica
do resveratrol foi responsével pela protecéo contra tumores causados pela radiacéo
UVB. Outros autores relatam que a aplicacdo topica de resveratrol inibiu a inducéo
de melanomas em camundongos sem relatos de efeitos toxicos associados. Esse
estudo demonstrou ainda que o resveratrol foi capaz de também contribuir como
agente antioxidante (REAGAN-SHAW, 2008).

Além disso, Magalhaes (2012) relatou que os compostos polifendlicos, como a
molécula de resveratrol foi capaz de ativar as HSPs, conhecidas como proteinas do
choque térmico, responsaveis pela resisténcia aos danos causados pelos agentes
estressantes, como radiagao UV e polui¢ao do ar.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir
que, os compostos fendlicos extraidos das uvas da espécie Vitis labrusca foram
eficazes na inibicdo da enzima tirosinase in vitro e dessa forma representam uma
fonte potencial de compostos bioativos para uso em produtos cosméticos.

Foi possivel concluir também que a atividade observada no extrato fendlico foi
decorrente da presenca do resveratrol, uma vez que este possui atividade
comprovada em diversos estudos. Entretanto, mais estudos devem ser realizados a
fim de verificar a quantidade de resveratrol no bagaco da uva Vitis Labrusca obtido
com residuo da vinificacdo, assim como sua acao quando adicionado a uma base

cosmética.
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eletronico. Identificar também o autor-correspondente.

- Manuscrito: Deve ser inserido na pagina seguinte a folha de rosto. O manuscrito
deve conter a categoria do artigo, seguido do titulo (em portugués e inglés), resumo,

abstract e demais elementos textuais, conforme sera descrito mais adiante.
B) DOCUMENTOS SUPLEMENTARES

Os documentos suplementares que devem ser anexados no momento da submissao

sao:

1) Documento Suplementar 1: Carta ao Editor, informando os objetivos dos autores,

bem como a contribuigcdo cientifica que o manuscrito trara se for publicado.

2) Documento Suplementar 2: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica para as
pesquisas que envolvem seres humanos e/ou animais. No corpo do trabalho
explicitar o atendimento das regras da Resolugdo CNS 466/12, indicando nimero de
aprovacdo emitido por Comité de Etica, devidamente reconhecido pela Comiss&o

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

3) Documento Suplementar 3: Termo de responsabilidade de autoria e acordo de
transferéncia do copyright, indicando a categoria do artigo, segundo as definicdes
explicitadas nestas normas, responsabilizando os autores quanto a existéncia de
plagio e autorizando a publicacdo pela FJH. Este documento deve estar assinado
por todos os autores, detalhando a participacdo de cada um na autoria do

manuscrito.
INSTRUCOES PARA O PREPARO E ENVIO DOS MANUSCRITOS A FJH
Categoria dos artigos

A FJH publica, preferencialmente, artigos originais, incluindo na sua linha
editorial também estudos cienciométricos (artigos de revisdo sistematica, Meta-

analise), comunicacdes breves e relato de casos e relato de experiéncia. Artigos de
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revisdes narrativas s serdo aceitas quando as mesmas forem de autoria de editores
da Revista ou de pesquisadores convidados pela Equipe Editorial. A apresentacao
dos manuscritos deve obedecer a regra de formatacdo definida nessas normas,
diferenciando-se apenas pelo numero permitido de paginas em cada uma das

categorias.

e Artigos Originais: sdo trabalhos resultantes de pesquisa original, de
natureza quantitativa ou qualitativa. Sua estrutura deve apresentar
necessariamente os itens: Introducéo, Metodologia, Resultados e Discussao e
Conclusdo. A hipoétese de pesquisa, bem como os objetivos devem ser
facilmente identificados no final da Introducdo. Apresentacdo maxima de 15
laudas.

e Artigos de Estudos Cienciometricos: sdo contribuicbes que tém por objeto
a andlise sistematizada da literatura. Deve incluir Introducéo, delimitacdo do
problema, procedimentos metodolégicos, resultados e discusséo
(desenvolvimento) e conclusdes/ Consideragbes Finais. Apresentacéo
maxima de 20 laudas.

« Relatos de Experiéncia: se caracterizam pela descricdo de tecnologias em
saude desenvolvidas de forma a contribuir para o desenvolvimento do
Sistema de Saude. Deve incluir Introducdo, metodologia, resultados e
discusséo (desenvolvimento) e Consideracbes Finais. Apresentacdo em até
10 laudas.

o Relatos de caso: se caracterizam por relatos de caso de contetdo inédito ou
relevante, devendo estar amparada em referencial teérico que dé subsidios a
sua analise. Deve incluir Introducdo, relato e discussdo do caso, e
conclusdes. Apresentacao em até 10 laudas.

o« Comunicacdes breves: se caracterizam pela apresentacdo de notas prévias

de pesquisa inédito ou relevante. Apresentacdo em até 5 laudas.

Forma de apresentagdo dos manuscritos

Os trabalhos deverdo ser apresentados em formato compativel ao Microsoft

Word (.doc), digitados para papel tamanho A4, com letra tipo ARIAL, tamanho 12,
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com espacamento 1,5 cm entre linhas em todo o texto, margens 2,5 cm (superior,

inferior, esquerda e direita), paragrafos alinhados em 1,0 cm.

Autores: a identificacdo deve ser feita somente na FOLHA DE ROSTO, conforme
indicado anteriormente. Devem ser apresentadas as seguintes informacdes: nome(s)
completo(s) do(s) autor(es), formacao universitaria, titulacdo, atuacdo profissional,

local de trabalho ou estudo, e-mail, de preferéncia institucional e ORCID.

Titulo: Letra tipo Arial, justificado, em caixa alta, tamanho 16, negrito, nas versées
da lingua portuguesa e inglesa, na primeira pagina do MANUSCRITO. O titulo em
inglés deve vir logo apds ao titulo em portugués, este deve estar no formato
justificado, caixa alta, em italico, tamanho 14, letra tipo Arial. Nao utilizar abreviacfes

no titulo e resumo.

Resumo e descritores: devem ser apresentados na primeira pagina do trabalho em
portugués e inglés, digitados em espaco simples, com até 200 palavras. A sequéncia
de apresentacdo dos resumos deve seguir a seguinte ordem: resumo em portugués
e inglés, independente da lingua utilizada para o desenvolvimento do manuscrito. Os
resumos devem contemplar os seguintes itens: contextualizacdo, objetivo, materiais
e métodos, resultados, conclusdes. Ao final do resumo devem ser apontados de 3 a
5 descritores que servirdo para indexacdo dos trabalhos. Para tanto os autores
devem utilizar os “Descritores em Ciéncias da Saude” da Biblioteca Virtual em
Saude (http://www.bireme.br/ ou http://decs.bvs.br/). Os descritores ndo poderao
estar presentes no titulo.

Estrutura do Texto: a estrutura do texto deverd obedecer as orientacées de cada
categoria de trabalho ja& descrita anteriormente, acrescida das referéncias
bibliograficas e agradecimentos (quando houver). Matérias-primas, equipamentos
especializados e programas de computador utilizados deverdo ter sua origem
(marca, modelo, cidade, pais) especificada. As unidades de medida devem estar de
acordo com o Sistema Internacional de Unidades (SI) e as temperaturas devem ser
descritas em graus Celcius. Os anexos (quando houver) devem ser apresentados ao

final do texto.
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Tabelas e figuras: devem ser inseridas ao longo do texto e apresentar informacdes
minimas (titulo e legenda) pertinentes. Os titulos das tabelas devem estar
posicionados acima e as legendas abaixo da mesma. Os titulos das figuras devem
estar posicionados abaixo das mesmas. As tabelas e figuras, bem como, seus
titulos, devem estar centralizados e sem recuo, tamanho 9, fonte Arial. O tamanho
maximo permitido é de uma folha A4. Cada tabela e/ou figura deve estar em uma
unica pagina e as paginas separadas por “quebra de pagina”. As notas de rodapé:
devem ser apresentadas quando forem absolutamente indispensaveis, indicadas por

nameros e constar na mesma pagina a que se refere.

CitacOes: Para citacbes “ipsis literis” de referéncias bibliograficas deve-se usar
aspas na sequéncia do texto. As citacdes de falas/depoimentos dos sujeitos da
pesquisa deverdo ser apresentadas em italico, em letra tamanho 10, na sequéncia

do texto.

As citacdes bibliograficas inseridas no texto devem ser indicadas pelo(s)
sobrenome(s) do(s) autor (es) em letra mailscula, seguido(s) pelo ano da publicacdo
(ex.: SILVA et al, 2005), sendo que:

« Artigos com até trés autores, citam-se os trés sobrenomes;
e Artigos com mais de trés autores, cita-se o sobrenome do primeiro autor,
seguido da expresséao “et al.”;

« Se 0 nome do autor ndo € conhecido, cita-se a primeira palavra do titulo.

Referéncias bibliograficas: Toda a literatura citada no texto devera ser listada em
ordem alfabética. Artigos em preparacdo ou submetidos a avaliagdo ndo devem ser
incluidos nas referéncias. A formatacdo das referéncias deve seguir o padrédo
estabelecido pela Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) em “Regras

Gerais de Apresentagao” - NBR-6023, de agosto, 2002. Exemplos de referéncias:

Prefira referéncias com DOI pois ha a necessidade da inclusdo do DOI no final

de cada referéncia
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Livros: BACCAN, N.; ALEIXO, L. M.; STEIN, E.; GODINHO, O. E.
S. Introducdo a semimicroanalise qualitativa, 62. edicdo. Campinas:
EDUCAMP, 1995.

Capitulos de livro: SGARBIERI, V. C. Composi¢do e valor nutritivo do feijao
Phaseolus vulgaris L. In: BULISANI, E. A (Ed.) Feijdo: fatores de producao
e qualidade. Campinas: Fundacéo Cargill, 1987. Cap. 5, p. 257-326.

Artigo de periddico: KINTER, P. K.; van BUREN, J. P. Carbohydrate
interference and its correction in pectin analysis using the m-hydroxydiphenyl
method. Journal Food Science, v. 47, n. 3, p. 756-764,
1982. https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.1982.tb12708.x

Artigos apresentados em encontros cientificos: JENSEN, G. K
STAPELFELDT, H. Incorporation of whey proteins in cheese. Including the
use of ultrafiltration. In: INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Factors
Affecting the Yield of Cheese. 1993, Brussels: International Dairy Federation
Special Issue, n. 9301, chap. 9, p. 88-105.

Tese e Dissertacdo: CAMPOS, A C. Efeito do uso combinado de acido
lactico com diferentes proporcdes de fermento lactico mesofilo no
rendimento, protedlise, qualidade microbiolégica e propriedades
mecanicas do queijo minas frescal. Campinas, 2000, 80p. Dissertacao
(Mestre em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Trabalhos em meio-eletrénico: SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio
Ambiente. Tratados e organizacfes ambientais em matéria de meio ambiente.
In. . Entendendo o meio ambiente. Sdo Paulo, 1999. v. 1. Disponivel
em: <http:://www.bdt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>. Acesso em: 8 mar.
1999.

Legislacdo: BRASIL. Portaria n. 451, de 19 de setembro de 1997.
Regulamento técnico principios gerais para o estabelecimento de critérios e
padrées microbiolégicos para alimentos. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 22 set. 1997, Sec¢éo 1, n. 182, p. 21005-
21011.
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Condicdes para submissao

Como parte do processo de submissédo, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos

autores.

1. A contribuicdo € original e inédita, e ndo est4 sendo avaliada para publicacéo
por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao
editor".

2. O arquivo da submissao est4 em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF.
Informar DOI ao final de cada referéncia, no minimo 75% das referéncias.

4. O texto estd em espaco simples; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico
em vez de sublinhado (exceto em enderecos URL); as figuras e tabelas estédo
inseridas no texto, nao no final do documento na forma de anexos.

5. O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Revista.

6. Em caso de submissdo a uma secdo com avaliacdo pelos pares (ex.: artigos),
as instrugbes disponiveis em Assegurando a avaliagdo pelos pares
cega foram seguidas.

Declaracgdo de Direito Autoral
DECLARACAO DE DIREITO AUTORAL

Termo de responsabilidade de autoria e acordo de transferéncia do copyright,
indicando a categoria do artigo, segundo as definicbes explicitadas nestas normas,
responsabilizando os autores quanto a existéncia de plagio e autorizando a FAG
JOURNAL OF HEALTH sua publicagéo, devem estar assinados por todos os autores
e anexado ao sistema como documento suplementar no momento de submisséao do
manuscrito. Os direitos autorais da verséo final do artigo sao de propriedade da FJH.
O conteudo da Revista ficara disponivel para toda a comunidade cientifica.
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Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente
para oS servicos prestados por esta publicagcdo, ndo sendo disponibilizados para

outras finalidades ou a terceiros.



	EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS DE UVAS DA ESPÉCIE Vitis labrusca E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA TIROSINASE in vitro
	EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS DE UVAS DA ESPÉCIE Vitis labrusca E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA TIROSINASE in vitro
	EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS DE UVAS DA ESPÉCIE Vitis labrusca E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA TIROSINASE in vitro
	AGRADECIMENTOS
	2. MATERIAIS E MÉTODOS
	Diretrizes para Autores
	Condições para submissão
	Declaração de Direito Autoral
	Política de Privacidade


