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RESUMO

A industria de processamento de uvas € responsavel pela geracdo de 12 milhGes de
toneladas/ano de residuos, dos quais aproximadamente 3 milhdes corresponde a sementes, que
podem causar sérios problemas ambientais, quando ndo devidamente descartados. No Brasil,
a maior parte do bagaco de uva gerado em seu processamento, € tratado como residuo com
baixo valor ou descartado inadequadamente. No entanto, reaproveitar os residuos da inddstria
do processamento de uva, particularmente as sementes de uva, é de grande interesse, pois da
semente é possivel extrair 0 6leo rico em &cidos graxos poli-insaturados, compostos fenélicos
e antioxidantes naturais como a vitamina E. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do
pré-tratamento por ultrassom em semente de uva, avaliando o rendimento e as caracteristicas
quimicas e fisicas do 6leo obtido. O efeito das variaveis temperatura e tempo de aplicacdo do
ultrassom nas sementes foi avaliado por meio de extracfes por Soxhlet (Sox) e Bligh Dyer
(BD). A Extracdo com Fluido Supercritico (EFS) foi realizada de acordo com os parametros
obtido nas extracdes por Sox e BD, e o0s 6leos obtidos pelas diferentes metodologias foram
comparados. A tecnica do ultrassom influenciou positivamente na extracdo do 0leo, com
aumento significativo de 32,1; 20,31; e 12,54% para rendimento e 311; 234; e 184% de
fendlicos totais para os 6leos obtidos por Sox, BD e EFS, respectivamente. A composicéo dos
acidos graxos obtidos por EFS apresentaram maiores proporcdes de &cidos graxos
insaturados. A analise termogravimétrica indicou que o 6leo obtido, para todos 0s metodos de
extracdo avaliados, apresenta alta estabilidade térmica, sofrendo degradacdo em temperaturas
acima de 370°C. A Vitamina E (expressa em a-tocoferol) foi separada e analisada usando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com detector UV. O pre-tratamento com
ultrassom influenciou positivamente as amostras obtidas por EFS e BD contribuindo com um
aumento de aproximadamente 56 ¢ 99 %, respectivamente, no teor de a-tocoferol em
comparagdo com a amostra sem tratamento. Este efeito positivo ndo foi observado na extracéo
por Sox. O método EFS foi o mais efeciente na extracdo do a-tocoferol, sendo este 3,6 e 5,7
vezes (EFS: ST), e 11, 2 e 14,2 vezes (EFS:30-30) maiores em comparacdo as extracdes por
Sox e BD sem tratamento e com tratamento, respectivamente. Os resultados apresentados
neste trabalho indicam que o pré-tratamento por ultrassom pode ser um meio vidvel para
melhorar a eficiéncia da extracdo de 6leo, obtencdo de compostos fendlicos e Vitamina E a
partir da semente de uva, valido para os trés métodos estudados, desatacando a EFS que,
além da eficiéncia, ndo necessita de solventes organicos.

Palavras-Chave: VitisVinifera. Extracdo Supercritica. Residuos Agroindustriais. Vitamina E.



ABSTRACT

The grapes processing industry is responsible for the generation of 12 million tonnes / year of
waste, of which approximately 3 million corresponds to seeds, that can cause serious
environmental problems when not properly discarded. In Brazil, most of the grape bagasse
generated in its processing is treated as waste with low value or discarded inadequately.
However, re-using waste from the grape processing industry, particularly grape seeds, is a
great interest because from it is possible to extract the oil rich in polyunsaturated fatty acids,
phenolic compounds and natural antioxidants such as vitamin E. The aim of this work was to
study the effect of pre-treatment by ultrasound in grape seed and to evaluate not only the
yield, but also the chemical and physical characteristics of the obtained oil. The effects of
temperature and time of ultrassound on the seeds were evaluated by Soxhlet (Sox) and Bligh
Dyer (BD) extractions. The Supercritical Fluid Extraction (SFE) was performed according to
the parameter obtained by Sox and BD extractions, and the oils obtained by the different
methodologies were compared. Ultrasound pretreatment was highly effective in the oil
extraction, not only increasing significantly oil yield (32.1; 20.31; 12.54%), but also total
phenolic content for the oils (311; 234; 184%) to the oils obtained by Sox, BD and SFE,
respectively. The fatty acids composition by SFE showed higher proportions of unsaturated
fatty acids. The gravimetric analysis indicated that the obtained oil, for all extraction methods
evaluated, presents high thermal stability, suffering degradation at temperatures above 370 °
C. Vitamin E (expressed as a-tocopherol) was separated and analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) with UV detector. The pre-treatment with ultrasound has
positively influenced the samples obtained by EFS and BD contributing with an increase of
approximately 56 and 99%, respectively, in the a-tocopherol content in comparison with the
sample without treatment (WT). This positive effect was not observed in Sox extraction. The
SFE method was the most effective in the extraction of a-tocopherol, being 3.6 and 5.7 times
(SFE: WT), and 11, 2 and 14.2 times (SFE: 30-30) higher in comparison to extractions by Sox
and BD without treatment and treatment, respectively. The results presented in this work
indicate that the pre-treatment by ultrasound can be a viable means to improve the efficiency
of the extraction of oil, obtaining of phenolic compounds and Vitamin E from the grape seed,
valid for the three methods studied, it is EFS that, in addition to efficiency, does not require
organic solvents.

Keywords: VitisVinifera. Supercritical Extraction. Agroindustrial Waste. Vitamin E
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1. INTRODUCAO

A viticultura é uma atividade economicamente importante em um mundo globalizado.
A uva é uma das frutas mais consumidas no mundo, seja na forma in natura, seja na forma
processada (EMBRAPA, 2014). Mundialmente, cerca de 70% da cultura de uva que €
processada, é destinada especialmente para a producdo de vinhos. Contudo, 0 processamento
da uva gera grandes quantidades de residuos (casca, pele e sementes), que embora seja
biodegradavel, requer tempo para mineralizar, constituindo assim uma potencial fonte de
poluentes para o meio ambiente (ROKENBACH et al. 2011).

No Brasil, a maior parte do bagaco de uva gerado em seu processamento, é tratado
como residuo com baixo valor, sendo utilizado, por exemplo, para a ragcdo animal ou
descartados inadequadamente, podendo gerar problemas ambientais (ROKENBACH et al.
2011; SOUZA, 2013). A importancia de se aprofundar em estudos voltados aos residuos
agroindustriais como fonte de compostos bioativos, esta relacionado a valorizagdo dos
residuos para obtencao de novos produtos de alto valor agregado. Reaproveitar os residuos da
industria do processamento de uva, particularmente as sementes de uva, € de grande interesse,
pois da semente € possivel extrair o 0leo rico em acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (PUFAS), antioxidantes naturais como a vitamina E, compostos fendlicos, como acido
galico, catequinas, epicatequinas e uma grande variedade de procianidinas, com possiveis
efeitos benéficos a saude humana (FREITAS et al., 2008; BERES et al., 2017; COELHO et
al., 2018). O dleo de semente de uva corresponde de 10 a 20% do peso da semente, e possui
um ponto de fumaca usualmente alto (entre 190-230°C) o que o torna apropriado para coc¢do
a em temperaturas altas (BAIL et al., 2008). A utilizacdo das sementes de uva na extracao de
Oleos contribui para a producdo de um Oleo de alta qualidade, com potencial aplicacao
industria de alimentos, farmacéutica, quimica ou de cosméticos, aléem de poder ampliar a
disponibilidade de produtos e atender as necessidades emergentes de novas fontes de 6leos
(MAIER et al., 2009).

A qualidade e composicao dos extratos de produtos naturais estdo fundamentalmente
relacionadas com a técnica de extracdo empregada na sua preparacdo. Os 0leos vegetais na
industria sdo extraidos por prensagem a frio ou por extracdo com solvente organico. A
extracdo por prensagem a frio é usada quando o contetudo de éleo na matéria-prima supera
20% e ha demanda de uma grande quantidade de energia. Quando o conteddo de 6leo nédo
supera este valor, a extragdo com solvente orgénico se torna vantajosa, sendo a extragdo com

hexano a mais usada, devido ao baixo ponto de ebulicdo desse solvente. No entanto, esta
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tecnologia de extracdo demanda grande quantidade de energia para o processo de evaporagdo
do solvente que, além disso, é caro e inflamavel (RAMALHO; SUAREZ, 2013, BARRALES
et al., 2015).

O alto consumo de energia e/ou 0 uso de solventes toxicos sdo deficiéncias nas
tecnologias de extracdo tradicionais que tém forcado as industrias quimicas e de alimentos a
investigar novas técnicas de separacdo "verdes", que usem menor quantidade de solventes e
energia (MACHADO et al., 2013). Entre as diversas técnicas destaca-se a Extracdo com
Fluido Supercritico (EFS), que vem sendo reportada como uma alternativa economicamente
viavel para a extracdo de compostos de produtos naturais e de alimentos e tem demonstrado
eficiéncia na extracdo de 6leos de sementes de frutas. Apresenta algumas vantagens em
relacdo aos processos convencionais, como o menor consumo de solvente e reduzido tempo
de extracdo, aléem de possibilitar o controle da seletividade do processo, que sdo aspectos
relevantes para a producdo de compostos especificos de interesse de determinado setor da
industria (MACHADO et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).

Visando aprimorar 0 processo de extracdo, Barrales et al. (2015) relatam ter utilizado
tecnologia de ultrassom, combinado com a EFS, no processo de obtencdo de 6leo de sementes
advindos de residuo agroindustrial. Um dos efeitos do ultrassom é proporcionar 0 aumento
temporéario da permeabilidade da membrana celular, facilitando a entrada do solvente na
matriz, podendo esta ser aliada aos métodos convencionais de extracdo para um melhor
rendimento dos componentes quimicos de interesse na matriz avaliada (BARRALES et al.,
2015; CHEMAT et al., 2017).

Na literatura, alguns trabalhos estudaram a extracao do éleo de semente de uva e seus
compostos fendlicos usando extracdo assistida por ultrassom (PALMA; BARROSO, 2002;
FREITAS, 2007; DA PORTO et al., 2013). No entanto, nao foi encontrado nenhum trabalho
aplicando a técnica do ultrassom como um pré-tratamento combinado a outros métodos para a
extracdo do 6leo de semente de uva. Diante do exposto, o trabalho desenvolvido pretende
avaliar a influéncia do pré-tratamento com ultrassom aplicado em sementes de uva , da
variedade Syrah, submetidas a extracdo por Soxhlet, Bligh Dyer e Extracdo com Fluido
Supercritico. Para isso, nos ensaios de extracdo foram avaliados: o efeito das variavies (tempo
e temperatura de ultrassom) sobre o rendimento total dos 6leos, a composicdo em acidos
graxos do 6leo de semente de uva obtido, de forma a se investigar a influéncia destes
parametros na recuperacdo do componente majoritéario, ou seja, o &cido linoleico, avaliagdo do

teor de fendlicos totais, atividade antioxidante, analise termogravimétrica e Vitamina E.
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2.0 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da técnica de ultrassom no pré-tratamento de sementes de uva

(var. Syrah), em diferentes condigdes, submetidas a diferentes métodos de extracdo (Soxtlet,

Bligh e Dyer e EFS) verificando o rendimento e caracteristicas fisico-quimicas do 06leo

obtido.

2.2. Objetivos Especificos

1. Realizar prospeccdo em documentos de patentes depositadas no mundo baseada

nas aplicacdes do 6leo de semente de uva;

2. Estabelecer a melhor condigédo (tempo, temperatura) da aplicacdo do ultrassom

como pré-tratamento utilizando as metodologias de Soxhlet e Bligh Dyer avaliando:
a. Rendimento
b. Teor de fendlicos totais
c. Perfil de &cidos graxos.

3. Aplicar a melhor condicdo estabelecida pelo pré-tratamento do ultrassom na

Extracdo com Fluido supercritico.

4. Comparar as caracteristicas quimicas e fisicas dos 6leos obtidos com e sem pré-

tratamento por EFS, Soxhlet e Bligh Dyer avaliando:
a. Rendimento
b. Teor de fendlicos totais,
c. Perfil de &cidos graxos,
d. Capacidade antioxidante
e. Analise termogravimétrica

5. Quantificar Vitamina E presente nos 6leos por HPLC.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. ASPECTOS RELEVANTES SOBRE A UVA: CARACTERISTICAS DO FRUTO,
HISTORICO E PRODUCAO.

A uva € um fruto ndo climatério composto por agua, aglcares (principalmente glicose,
frutose e sacarose), acidos organicos (tartarico, malico, ascérbico, citrico e fosforico),
compostos nitrogenados, antocianinas, tanino, pectinas, vitaminas, sais minerais e substancias
aromaticas. Durante a maturacdo acontecem modificacdes na composicdo dos constituintes
tais como: aumento nos teores de acuUcares, diminuicdo de taninos e &cidos do fruto e
consequentemente formacdo de aromas (AMORIM, 2016). O cacho de uva é composto
basicamente das bagas e do talo ramificado. As bagas apresentam forma arredondada ou oval
e a cor varia com as diversas classes de uvas entre um verde amarelado e um vermelho
azulado escuro. Os pigmentos das bagas vermelhas ou azuis sdo encontrados somente nas
células exteriores da pele da uva, enquanto a polpa da uva nao é pigmentada da mesma forma
(SOUZA, 2013).

Existem, no mundo, milhares de variedades de uvas, porém maioria delas pertence a
espécie Vitis vinifera, origindria do Caucaso, de onde foi difundida por toda a costa
mediterranea ha centenas de anos (CAMARGO et al. 2016). A viticultura brasileira comegou
a se consolidar apenas em meados do século XIX, com o cultivar de uva americana Isabel
(Vitis labrusca) devido a sua caracteristica rusticas e alta produtividade (CAMARGO et al.
2016). A partir do seculo XX com a chegada dos imigrantes italianos, a cultura passou a ter
importancia comercial (AMORIM, 2016).

O Brasil é o 13° maior produtor de uvas no mundo, segundo a Organizacdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), ocupando em 2015 uma area
cultivada com videiras de aproximadamente 79 mil hectares. Em 2017, o Brasil teve a maior
producdo de uvas da historia viticola brasileira, chegando a produzir mais de 1 milhdo e 600
mil toneladas. O Rio Grande do Sul, em 2017 teve um aumento producdo cresceu 128,75%
em relacdo ao ano de 2016 e aumentou 9,21%, em relacdo ao ano de 2015. O estado de
Pernambuco apresentou crescimento de 60,64% em relacdo ao ano de 2016, e o estado da
Bahia, ano de 2017, produziu 18,57% inferior a producdo verificada em 2016, mas ainda
assim se destaca como o 6° maior produtor de uvas do Brasil (MELLO, 2017).

A produgéo de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e derivados) foi de

818.783 toneladas em 2017, representando 48,74% da producdo nacional de uvas. O restante
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da producédo (51,26%) foi destinado ao consumo in natura. A tabela 1 mostra a producdo
brasileira de uva, nos ultimos trés anos, e as contribui¢fes dos principais Estados produtores.
Tabela 1. Producdo de uva nos estados brasileiros expresso em toneladas

Estado 2015 2016 2017
Rio Grande do Sul 876.286 413.640 956.913
Pernambuco 237.367 242.967 390.300
Séo Paulo 142.063 144.110 133.118
Santa Catarina 69.189 33.849 65.800
Parana 69.035 66.000 56.295
Bahia 77.401 62.740 51.090
Minas Gerais 12.615 11.224 13.070

Goias 3.492 2.566 1.974

Brasil 1.487.448 977.096 1.688.560

Fonte: Adaptdado IBGE dados de 2017.

Embora presente em varios estados, a vinicola brasileira se concentra em poucas
regides, tais como: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Sul de Minas e vale
do S&o Francisco (MELLO, 2016). O Estado do Rio Grande do Sul, responsavel por quase
65% da producdo de uvas brasileiras, destina quase toda a sua producdo para a agroindustria
do vinho e suco de uva (MELLO, 2016).

1.1.2. Vale Submédio do Sao Francisco

O Vale Submédio do Sao Francisco (VSF), no semiarido de Pernambuco e da Bahia, é
uma regido que tem se destacado devido aos investimentos em irrigacao, pesquisa, producéo,
exportacdo de frutas, hortalicas e vinhos. Esse destaque pode ser explicado pela favoravel
condicdo de clima e solo da regido, bem como a sua abundancia de recursos hidricos
(JULIAO; BRANCO; LIMA, 2017).

O VSF ¢é pioneiro na producao de uvas e vinhos de regides tropicais no Brasil, e a
producdo regional de vinhos e vem se desenvolvendo desde a década de 80, com base nas
cultivares de uvas tintas Syrah e Alicante Bouschet e de uvas brancas Chenin Blanc e Moscato
Canelli (CAMARGO, et al, 2010). O Vale vem se destacando como modelo

desenvolvimento para o Nordeste, sendo responsavel por 99 % das exporta¢des nacionais de
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uvas finas de mesa. A vinicultura pernambucano-baiana detém 15 % do mercado nacional
vinhos, onde produzem as variedades: Syrah e Cabernet Sauvignon, apresentando vinhos com
tipicidade prépria, que devida as condi¢Bes climaticas peculiares da regido possibilita a
elaboracdo de vinhos diferentes e de alta qualidade (PEREIRA et al., 2009). Essa
diferenciacdo representa uma forma de agregar valor & matéria-prima e aos produtos advindos
dela, bem como ampliar o potencial de aproveitamento de subprodutos do processo
agroindustrial (LIMA et al., 2014).

1.1.3. A uva Syrah

A cultivar Syrah ou Shiraz ¢ uma das principais variedades de uva utilizada na
elaboracdo de vinhos. Esta variedade € originaria do Vale do rio Rhéne, na Franca. Embora a
Syrah tenha ganhado forca na regido sul da Franga, atualmente, esta presente em diversas
vinicolas ao redor do mundo. Esta variedade possui um curto periodo de maturacdo, € muito
vigorosa, produtiva, respondendo bem em regides quentes. Nos Ultimos anos, ela se tornou
uma das dez principais uvas cultivadas por hectare no mundo (GUERRA, et. al. 2013).

No Nordeste é bem cultivada, sendo a principal cultivar para elaboracdo de vinhos
finos no VSF, sendo responsavel por 65% da produgdo (CAMARGO et al., 2010;
VASCONCELOS, 2017). Essa cultivar produz vinhos de caracteristicas proprias,que séo cada
vez mais realgcadas pelas condi¢des climaticas locais. Aliado a isso, considera-se a possivel

producdo diferenciada de compostos bioativos em suas bagas (VASCONSELOS, 2017).

1.2. ASEMENTE DE UVA

O bagaco de uva é um residuo industrial composto por cascas, semente e engacos,
obtido a partir do processo de fabricacdo de vinho e sucos (BERES et al., 2017). No bagaco
da uva tem-se um co-produto de alto valor agregado: a semente de uva, que representam entre
2 e 5% do peso da uva e constituem aproximadamente de 38% a 52% dos residuos solidos
gerados pelas industrias vinicolas (BRENES et al., 2016). As sementes contém uma variedade
de substancias biologicamente ativas e ricas em compostos fendlicos como catequina e
epicatequina (MOHAMED et al.,, 2016; BOSO et al., 2018), além de possuirem uma
consideravel quantidade de 6leo com potencial nutricional (ROMBAUT et al., 2014; DUBA;
FIORI, 2015) baseado em seu alto nivel de instauragdes e alto conteudo de tocoferois
(FREITAS et al., 2008).

O conteldo lipidico de uma semente de uva gira em torno de 8 a 20 %, além de

possuir 35 % de fibras, 11 % de proteinas, 3 % de minerais, 7 % de dgua e aproximadamente
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29 % de compostos minoritarios como fitosterdis, compostos fendlicos e tocoferois
(ROMBAUT et al., 2014; MAIER et al., 2009). Porém, as concentracdes € composicao
quimica variam de acordo com a variedade e tipo de uva, regibes onde foram produzidas,
safra, intensidade da prensagem sofrida no processo industrial e condi¢cBes geoclimaticas
(BERES et al., 2017).

1.2.1. Oleo de Semente de uva

Oleos sdo misturas complexas, ndo volateis, de componentes lipidico insolGveis em
agua e obtidos geralmente de sementes (TEMELLI, 2009). Segundo a ANVISA, dbleos e
gorduras vegetais sdo "produtos constituidos principalmente de glicerideos de &cidos graxos
de espécie(s) vegetal(is). Podem conter pequenas quantidades de outros lipidios como
fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres naturalmente presentes no
6leo ou na gordura”. A diferenca entre 0leo e gordura esta no estado fisico a temperatura
ambiente, sendo liquido para os 6leos e solido ou pastoso para as gorduras (BRASIL, 2005).

O oOleo de semente de uva se destaca pelo seu contetdo de acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), fontes de &cidos graxos essenciais (AGE) e costuma também conter
substancias antioxidantes, o que sugere um grande valor nutricional (OOMAH et al., 1998;
BERES et al., 2017). Segundo Fernandes et al. (2013), o 6leo de semente de uva possui
elevado conteudo de AGPI, na faixa de 85 a 90 %; dentre 0s quais, destaca-se 0 &cido
linoléico (C18:2). O acido linoléico esta presente de forma abundante nos Gleos vegetais,
como o de girassol (cerca de 60 %), milho (aproximadamente 52 %), soja (em torno de 50 %)
e também do acafrdo geneticamente modificado (préximo de 70 %).

Este 6leo possui um ponto de fumaca usualmente alto (entre 190-230°C) o que o torna
apropriado para coc¢do a altas temperaturas (BAIL et al., 2008). O produto vem ganhando
popularidade na culinaria internacional, produzidos especialmente na Italia, Espanha e Franca,
e estudado como uma possivel fonte de lipidios especiais (LUTTEROT et al., 2011) sendo
também fonte potencial componentes de grande importancia biolégica, devido ao seu teor de
Vitamina E, antioxidante natural, e de compostos fendlicos com possiveis efeitos benéficos a
salde humana (MAIER et al., 2009; BERES et al., 2017).

1.2.2. Acidos Graxos

Oleo de sementes de uva é constituido principalmente de triglicerideos e 4cidos graxos

(CAO; ITO, 2003). Estruturalmente, os lipidios sdao formados por uma molécula de glicerol na
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qual estdo esterificadas uma (monoacilglicerol), duas (diacilglicerol) ou trés (triacilglicerol)
moléculas de &cidos graxos. Os &cidos graxos sdo acidos carboxilicos constituidos de cadeias
de hidrocarbono com um grupo carboxila terminal. Eles se diferenciam pelo comprimento da
cadeia e o numero, posicdo e configuracdo das duplas ligacbes. Sdo denominados acidos
graxos saturados na auséncia de duplas ligagbes, &cidos graxos monoinsaturados pela
presenca de uma insaturacdo e acidos graxos poli-insaturados pela presenca de duas ou mais
insaturacdes (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000).

Na natureza, quatro acidos graxos formam cerca de 95% dos acidos que se encontram
nos diversos tipos de lipideos, sendo eles: acido palmitico (C16), acido estearico (C18), &cido
oléico (C18:1) e é&cido linoléico (C18:2) (AGOSTINI, 2014). Estes os acidos graxos sdo
importantes ndo apenas por ser considerados uma efetiva fonte de energia, mas também pela
relacdo de acidos graxos saturados e insaturados que € muito importante. Enquanto altos
niveis de acidos graxos saturados séo desejaveis para aumentar a estabilidade de 6leos, por
outro lado, nutricionalmente, eles séo indesejaveis, porque a ingestéo de altos niveis de acidos
graxos saturados € frequentemente associada a problemas cardiovasculares (KUMAR;
SHARMA; UPADHYAYA, 2016).

Alguns dos acidos graxos insaturados produzem efeitos especiais no organismo Vvivo e
sdo denominados &cidos graxos essenciais. Estes acidos graxos ndo podem ser sintetizado
pelo organismo humano e, desta forma, devem ser obtidos pela dieta uma vez que sao
essenciais a vida. Existem dois tipos de acidos graxos essenciais, a série dos acidos graxos
n—6, derivada do acido cis—linoléico (C18:2), e a séric dos n—3, derivada do acido
a—linolénico (C18:3) (DUBOIS et al.,, 2007; SILVA, 2014). As estruturas quimicas dos

acidos graxos n—6 e n—3 sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1. Estruturas quimicas dos acidos graxos cis—linoléico (n—6) e o—linolénico (n—3).

|
HC/\/\/\/\/\/\/\/\/K

3 OH

Acido cis-linoléico (n-6)

|
HC/\/\/\/\/\A/\/\)\

3 OH

Acido a-linolénico (n-3)

Fonte: Adptado Pereira, 2017.
26



Estes acidos graxos sdo importantes para a prevencao de doencas cardiovasculares, sdo
antitromboticos, anti-inflamatérios e favorecem a estabilizacdo das plaquetas. A industria de
alimentos tem procurado fontes alternativas de 6leos contendo estes compostos para melhorar
o perfil de &cidos graxos essenciais do produto final (DUBOIS et al., 2007).

A composicao de &cidos graxos do 6leo de semente de uva pode apresentar diferencas
entre as regides de cultivo. Pardo et al. (2009) caracterizaram 6leos de sementes de quatro
variedades de uva cultivados na Espanha, extraida a frio, e obtiveram o é&cido linoléico
como &cido graxo majoritario em todas as amostras, variando entre 60,64% e 69,16%. O
acido oléico foi o0 segundo mais abundante, variando entre 16,07% e 24,88. Fernandes et al.
(2013) avaliaram 10 variedades de uvas cultivados em Portugal, sendo os 0leos compostos
principalmente por acido linoléico (entre 63% e 73,1%), seguido por acido oléico, palmitico,
estearico dentre outros acidos graxos minoritarios.

Freitas et al. (2013); Da Porto et al. (2015), Coelho et al. (2018) também se referem ao
acido linoléico como o acido graxo majoritario no Oleo de semente de uva. Segundo 0s
autores, o 0leo de semente uva € um dos mais ricos em &cido linoléico, sendo comparavel

apenas ao 0leo de semente de girassol.

1.3. TOCOFEROIS

A vitamina E natural é composta por oito substancias diferentes. Estas substancias
pertencem a dois grupos de compostos: 0s tocoferdis e os tocotriendis. Ambos sdo derivados
do anel cromanol e possuem uma cadeia lateral constituida de 16 atomos de carbono,
conferindo a caracteristica lipossoluvel destes compostos. A diferenca entre as duas classes
estd na presenca de trés duplas ligacdes na cadeia carbbnica dos tocotriendis, enquanto 0s
tocoferdis apresentam cadeia alifatica saturada. Tanto os tocoferdis quanto os tocotrienois
ocorrem em uma variedade de isbmeros que sdo diferenciados de acordo com o namero e
localizagdo dos grupos substituintes no anel cromanol e designados como alfa (a-), beta (j-),
gama (y-) e delta (6-) ( DUNFORD, 2001; MALACRIDA; JORGE, 2012), conforme a Figura
2.
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Figura 2. Estrutura quimica do tocoferol e tocotrienol.

R? Tocoferol

R2 Tocotrienol
Isbmeros R1 R2
o -CH3 -CH3
B -H -CH3
y -CH3 -H
) -H -H

Fonte: DUNFORD, 2001.

Os dleos vegetais sdo a principal fonte de vitamina E da alimentagdo humana, que
contém em média 70-1900 mg de tocoferdis totais por quilograma de 6leo ( FREIATS et al.,
2008 ; PEREIRA et al., 2017). O o-tocoferol € a forma mais comum e a mais estudada da
vitamina E, devido & elevada atividade biologica deste isdmero e por ser o mais eficiente
antioxidante in vivo, porém, apresenta fraca atividade antioxidante in vitro. A vitamina E
apresenta-se como sendo o-tocoferol, pois é a forma mais absorvida pelo metabolismo
humano, além disso, eventuais deficiéncias nesse nutriente sao, normalmente, corrigidas com
suplementacdo de desta vitamina (FREITAS et al., 2008). No corpo humano, a vitamina E
previne a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados e de componentes lipidicos das células
(CREWS et al., 2006). A presenca desses compostos € importante para a estabilidade dos 6leos
bem como pelos beneficios nutricionais e possiveis efeitos a salde relacionados ao consumo
de 6leos (SABIR; UNVERB; KARA 2012).

O 6leo de semente de uva tem a vitamina E como um dos seus componentes basicos
gue o torna resistente a degradacdo oxidativa (FREITAS et al., 2008). A Tabela 2 apresenta 0s
principais trabalhos com dleo de semente de uva relativo ao teor de Vitamina E, expressa
como a-tocoferol. De acordo com a Tabela 2 foi observado que a quantidade de Vitamina E
nos 0Oleos varia de acordo com a variedade da uva, e sua metodologia de extracdo. Os 0leos
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extraidos por extracdo com Fluido Supercritico e por Soxhlet, apresentam esultados com
maiores quantidades de a-tocoferol. No entanto a variedade da uva e as condigcdes de extracao
aplicada (pressdo, temperatura, solvente, tempo de extracdo) influenciam diretamente no

contelido de vitamina E.
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Tabela 2. Principais trabalhos sobre o conteudo de a-tocoferol em 6leo de semente de uva.

Variedade da semente

Método de Extracao

a- tocoferol
(mg.100g6le0)

Referéncia

Barbera Malbec, Gamay, Cabernet Sauvignon, Pinot Noir,
Merlot e Cabernet Franc.
IBarifio, Caifio Blano e Loureira

Merlot, Cabernet, Sauvignon, Cabernet Franc,
Raboso,Prosecco Verduzzo, Pinot Grigio, Chardonnay e Pinot

30 variedades de uvas Européias

Aragonés, Cornifesto, Marufo, Periquita, Tinta Barroca, Tinta
Carvalha, Tinto Cao,Touriga Francesa, Touriga Nacional e
Trincadeira Preta

Isabel

Barbera , Chardonnay ,Moscato, Muller Thurgau, Nebbiolo, e
Pinot Noir

Cabernet Franc.

Barbera, Chardonnay , Muller,Thurgau, Muscat , Nebbiolo, e
Pinot Noir

Merlot
Merlot, Muscat e Bailey
Isabel

17 variedades de Vitis vinifera L.

Uvas Brasileiras

ESC-CO; 37 MPa,65 °C
Soxhlet- hexano
Prensagem a Frio

ESC-CO,, 25 MPA, 40-80 °C
Hexano
Soxhlet-Eter de Petrdleo
Extracdo Liquido Pressurizado
ESC-COg, 500 bar, 50°C

Soxhle -hexano
ESC- C0O,,15 har, 25°C

ESC-CO2, 50 MPa, 50 °C
Eter de Petr6leo
Metanol e cloroférmio
Bligh e Dyer
Soxhlet- hexano

Prensagem a frio

7,67-30,9 mg/100g
3,0- 27,2 mg/100g
2,9-5,5 mg/100g
3,6-26,5 mg/100g
0,1- 22,9 mg/100g
8,5-24, 4 mg/100g
0,61-5,67 mg/100g
5,1-19,6 mg/100g

2,7-10,6 mg/100g
3,65 mg/100g

8,7-17,2 mg/100g
0,59-3,59 mg/100g
10,8-36,1 mg/100g
1,23 mg/100g
13,51-26,05 mg/100g

1,33a1,76 mg/100 g

Beveridge et al. (2005)

Boso et al. (2018)

Bravi et al. (2007)
Crews et al. (2006)

Fernandes et al. (2013)

Freitas et al. (2008)

Fiori et al. (2014)

Jokic et al. (2016)
Mohamed et al.(2016)
Oomah et al. (1998)
Shiozaki; Murakami (2016)
Silva; Jorge (2014)
Sabir,Unverb,Kara (2012)

Shinagawa et al. (2015)

Fonte: Autoria Prépria
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1.4. COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos fenolicos sdo quimicamente defenidos como substancias que possuem
anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Estes compostos participam diretamente na composicdo qualitativa dos frutos e de seus
derivados. A cor é o principal atributo originado dos polifendis, porém, a adstringéncia,
estabilidade e a acidez também estdo relacionados aos mesmos, enquanto numerosos estudos
também relataram seus beneficios relacionados a saude (VILKHU et al., 2008; OLIVEIRA,
2010; HOGERVORST et al., 2017).

A atividade antioxidante dos compostos fenolicos depende da sua estrutura,
particularmente do nimero da posi¢do dos grupos hidroxila e da natureza das substituicdes
nos anéis aromaticos (OLIVEIRA, 2010; ROCKENBACH et al., 2011). Existem cerca de
8.000 diferentes compostos fenolicos e a maior parte dos compostos fendlicos encontrados em
uvas e vinhos pertence a dois grupos: flavondides (antocianinas, flavonois e flavandis) e ou os
ndo-flavondides (estilbenos) (OLIVEIRA, 2010; SOUZA 2013).

Nas uvas, esses compostos sdo encontrados principalmente nas camadas internas de
cascas e sementes de uva, sendo que seu conteldo na polpa € usualmente muito baixo,
apresentando a seguinte porcentagem de compostos fendlicos que podem ser extraidos de
uvas: 10% ou menos na polpa, 60-70% nas sementes e 28-35% nas cascas (AGOSTINI et al.,
2012).

Muitos trabalhos tem estudado os aspectos qualitativos e quantitativos destes
compostos em subprodutos do processamento da uva, e esses estudos tendem a aumentar em
posse do conhecimento de que os fendlicos foram incluidos na categoria de neutralizadores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidacdo (JAYPRAKASHA et al.,
2001), além de possuirem atividade anti-inflamatdria, anti-carcinogénica (GUERRERO et
al.,2009) anti-ulcera, anti-mutagénica, bactericida, bem como, propriedades antioxidantes
tanto para alimentos quanto para o organismo (FREITAS et al., 2008; GUERRERO et al.,
2009; OLIVEIRA, 2010).

Os antioxidantes encontrados nos subprodutos da uva sdo compostos quimicos que
limitam os efeitos negativos ao organismo, pois possuem capacidade de reagir com os radicais
livres (AMORIM, 2016). Dessa forma, a atividade antioxidante, pode ser entendida como a
capacidade de certos compostos, em baixas concentracfes em relacdo ao substrato oxidavel,
dificultar ou inibir as reacfes de oxidacdo induzidas pelos radicais livres, e também operar

como agentes redutores e bloqueadores de radicais livres (DIAS et al., 2015).
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Existem diversas substancias com potencial antioxidante dificultando assim a
padronizacdo de um método para a quantificacdo do potencial antioxidante. No entanto para
determinar a atividade antioxidante em subprodutos da uva, tem-se normalmente usado o
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme a recomenda¢do da Organizacao
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) que sugere o uso de um método colorimétrico
sensivel de captura de radicais livres usando o reagente DPPH. Este método baseia-se no
principio de que o radical DPPH, sendo um radical de coloracéo violeta, aceita um elétron ou
um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel, sendo reduzido na presenca de
antioxidantes e adquirindo coloracdo amarela. Na literatura sdo encontrados estudos que
avaliaram a capacidade de sequestro de radicais de vinhos, uvas e seus subprodutos através
deste método (OLIVEIRA et al., 2010; DA PORTO et al., 2012; BURIM et al., 2013;
JORGE; SILVA, 2014; LIMA et al.2014).

Bail et al. (2008) analisaram o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante
de 8 amostras de 6leo de semente de uva produzidos na Austria a partir de residuos de
diversas vinicolas. O teor de fenolicos totais, determinado pelo método Folin—Ciocalteau, nas
amostras foi similar aos observados em 6leos de oliva, variando entre 50,0 e 115,1 pg/g EAG
(Equivalentes de Acido Galico). A capacidade antioxidante dos dleos, variou entre 0,09 e 1,16
pg/g. O teor de compostos fendlicos totais encontrados por Pardo et al. (2009) nos oleos
variou entre 10,68 mg/kg (Monastrell) e 18,17 mg/kg (Petit Verdot). Quando os residuos
foram secos sob fluxo de ar forcado, o teor de fendlicos totais praticamente triplicou no 6leo,
sendo de 34,43 mg/kg para o varietal Monastrell, demonstrando que um pré-tratamento na
semente antes da extracdo pode contribuir para o aumento no teor de fendlicos. Silva e Jorge
(2014) avaliaram pelo método DPPH a atividade antioxidante do 6leo de semente de uva

Isabel, produzidas no Brasil e encontraram concentracdao de 47,01 mg/mL.

1.5. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A termogravimetria ou analise termogravimétrica € definida como um processo
continuo que mede uma variacdo de massa que ocorre na amostra em funcdo do tempo (sob
temperatura constante) ou em funcdo da temperatura (SANTOS, 2002) . O estudo da variacdo
de massa de uma amostra pode ser resultante de uma transformacdo fisica (sublimacdo, e
vaporizacdo,condensacdo) ou quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) em funcdo do
tempo ou da temperatura (GONDIM, 2009). Ja a termogravimétrica derivada (DTG), nada

mais € que um arranjo matematico no qual a derivada da variagdo de massa em relacdo ao
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tempo (dm/dt) é registrada em fungdo da temperatura ou tempo. Em outros termos, a DTG € a
derivada primeira da TG (DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

Dentre as muitas aplicagdes de analise térmica (TG, DTG), pode-se citar: estudo da
decomposicdo térmica de compostos organicos, inorganicos e de substancias poliméricas;
destilacdo e evaporacgdo de liquidos; determinacéo da velocidade de evaporacao e sublimacao;
estudo de cinética de reacdo e determinacdes de pressdo de vapor e calor de vaporizacao
(DENARI; CAVALHEIRO, 2012). Pode-se perceber, entdo, que a utilizacdo dessa técnica
abrange diversas atividades industriais como: de alimentos, cosmética, farmacéutica, quimica,
petroquimica, entre outras.

No estudo realizado por Santos et al. (2002) foi avaliada a estabilidade térmica de oito
tipos de 6leos vegetais comercias. De acordo com as curvas termogravimétricas a estabilidade
observada foi: oléo de milho > girassol > soja > arroz > mistura de soja e oliva > mistura de
girassol e oliva > canola > oliva. Estes autores concluiram que os resultados obtidos s&o
dependentes da composicdo em &cidos graxos, e influenciados pela presenca de antioxidantes

naturais e artificiais nos 6leos.

1.6. METODOS DE EXTRACAO DE OLEO VEGETAL

A extracdo é uma das operacdes unitarias mais usadas na industria de alimentos. Os
Oleos vegetais sdo obtidos de partes de plantas através de diferentes processos de extracéo. O
processo de extracdo tem papel fundamental na recuperacdo dos compostos bioativos, bem
como afeta sua quantidade e qualidade do 6leo obtido, sendo necessario a realizacdo da
extracdo com solventes com polaridade compativel as caracteristicas dos fitocompostos de
interesse (MAROUN et al., 2017).

Oleos vegetais comestiveis sdo convencionalmente extraidos usando processos de
prensa mecanica ou solventes (OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013). Estas metologias
apresentam Vvarios inconvenientes e limitacdes. A extracdo com prensa mecanica pode
degradar compostos bioativos e reduzir a vida de prateleira do 6leo devido a exposicdo ao
oxigénio e a luz, além da taxa de extracdo ser baixa. A extracdo por solvente, requer um longo
tempo de extracdo, envolve alto custo energético, alto consumo de solvente, muitas vezes
toxicos e existe a necessidade de recuperacdo do solvente apos a extracéo devido a problemas
econdmicos, de segurangca ambiental e a possibilidade de haver residuo de solvente no
produto final (BERES et al., 2017; PEREIRA, 2017). Essa técnica pode ainda utilizar altas
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temperaturas de extracdo, porém, pode promover a perda de substdncias termicamente
sensiveis.

Atualmente, métodos de extracdo capazes de superar as desvantagens supracitadas tém
sido estudados e propostos na literatura. Dentre os de métodos de extracdo ndo-convencionais
que vém sendo usados na area de produtos naturais destaca-se a Extracdo com Fluido
Supercritico (EFS), apresentando como principal vantagem, quando comparada aos
convencionais, 0 aumento da eficiéncia da extracdo conduzindo a um aumento de rendimento
e/ou reducdo nos tempos de extragdo (MACHADO et al.,, 2013). Assim, a tecnologia
supercritica esta entre 0s mais promissores, quando comparado aos métodos convencionais de
extracdo (DA PORTO et al., 2013; MACHADO et al., 2013 MELO; SILVESTRE; SILVA,
2014).

1.6.1 Extragdo com sistema Soxhlet

A extracdo de amostras sdlidas por solventes é conhecida como “extracdo solido-
liquido™, € uma das mais antigas técnicas de preparacdo da amostra solida. Esta técnica é
utilizada para remover e separar 0os componentes de intresse de fragcdes insdluvies com alto
peso molecular (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

A extracdo soxhlet utiliza o refluxo de solvente em um processo intermitente, como
mostra a Figura 3. A solubilizacdo do 6leo no solvente pode ocorrer por dois mecanismos, a
dissolucéo pelo contato entre as celulas vegetais destruidas durante a reducdo de dimensdes
ou por difusdo, onde o Gleo atravessa lentamente as paredes semipermeaveis das células
intactas para o meio liquido (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010)

Figura 3. Esquema de um aparelho de extracdo Soxhlet indicando os trajetos de vapor e
liquido de extracdo.

Fonte: Adaptado DABBS; MULDERS; AKSAY, 2006
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Na extracdo de dleos vegetais por Soxhlet, normalmente as sementes sdo extraidas
com solventes apolares com ponto de ebulicdo até 70°C. O aumento desta temperatura pode
ser responsavel pela formacdo de acidos graxos livres, devido a quebra de ligacdes entre
acidos graxos e o glicerol (FREITAS, 2008). O solvente mais utilizado é o hexano, por um
bom poder de solvatacdo para um grande nimero de sementes oleaginosas e facil separacdo
do dleo/gordura, simplificando a etapa de recuperacdo do solvente (COELHO et al., 2018).

A principal vantagem desta técnica é que € um método continuo, amostra esta sempre
em contato com o solvente, possibilita a extracao efetiva em termos de rendimento, portanto,
muitas vezes usado como método de referéncia para novos métodos de extragdo. As principais
desvanatges sdo a degracdo de compostos termolabeis e também o solvemte pode ser nocivo
a saude e ao meio ambiente, e pode levar a contaminacgédo do produto por residuos do solvente
(SAHENA et al., 2009; AGOSTINI, 2011).

1.6.2 Extragdo por Bligh e Dyer

O metodo proposto por Bligh e Dyer (1959), € muito conhecido e utilizado para
extracdo de lipidios totais, no qual a extracdo do Oleo é realizada a frio, utilizando uma
mistura de cloroférmio, metanol e agua.

Esta metodologia permite a extracdo de todas as classes de lipidios da amostra, sejam
estes polares ou apolares. Isto é possivel porque o cloroformio é um solvente organico para
qualquer classe de lipidios, e o metanol tem a funcdo dupla de facilitar a umectacdo da
amostra e desfazer as fortes ligacdes entre os lipidios e as membranas celulares ou sua ligacao
com as proteinas (BLIGH; DYER, 1959).

Esta técnica apresenta vantagem quanto ao rendimento do processo, a qualidade do
produto, a rapidez da técnica, utilizacdo em matrizes umidas ou secas, preservacdo dos
lipideos, pois ndo usa calor, pode ser usada em escala laboratorial e piloto, e também néo
demanda grandes volumes de solventes. A toxicidade dos solventes empregados e a extracao
de contaminantes ndo lipidicos da fase organica sdo desvantagens deste método (BRUM,
2009).

1.6.3 Extracdo com Fluido Supercritico

A obtencdo de produtos natural com alto valor agregado é cada dia mais desejado, e
estudos vém demonstrando aumento do uso de fluidos supercriticos para a extracdo de

matrizes de origem natural, e produtos com grandes quantidades de compostos bioativos,
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como o 6leo de semente de uva (ROMBAUT et al. 2014; DUBA; FIORI, 2015; MOHAMED
et al., 2016).

A aplicacdo da EFS baseia-se nas propriedades do fluido supercritico, que pode ser
obtido empregando pressdo e temperatura acima de acima de sua temperatura e presséo
criticas. No estado supercritico, a substancia ndo é liquida nem gasosa, mas apresenta as
propriedades de ambas, se dispersam com a facilidade de um gas (quase instantaneamente) e
tém propriedades solventes (MACHADO et al., 2013; ROMBAUT et al., 2014; BERES et al.,

2017).A Figura 4 apresenta o diagrama de fases de um fluido supercritico.

Figura 4. Diagrama de fase de fluido.
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Fonte: Rosa et al., 2014.
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O dioxido de carbono (CO3) € o solvente supercritico mais utilizado pois se comporta
como um solvente lipofilico (ndo polar), possibilita uma facil separacdo do extrato e permite o
uso de temperaturas amenas, possibilitando a obtencdo de produtos de alta pureza e
consequentemente aumento de valor agregado. O CO apresenta ainda as vantagens de ndo
ser inflamavel, ndo toxico, de baixo custo, facilmente separado apds a extracdo e dotado de
uma grande capacidade de solvatacdo de moléculas apolares (SHARIF et al., 2014,
BARRALES et al., 2015).

No estudo conduzido por Fiori et al. (2014) relataram que o éleo da semente extraido
por EFS-CO; resultaram num rendimento de 10,9-15,0% dependo do cultivar da uva, e 0s
niveis bioativos encontrados nas sementes de uva apdia suas aplicacBes na industria de
alimentos, neutracéuticos e cosméticos. Bravi et al. (2007) extrairam a-tocoferol de sementes
de uva (Vitis Vinifera) por EFS e Soxhlet. Os resultados obtidos para EFS foram comparados
com a extragdo com n-hexano, onde a concentra¢do de a-tocoferol no dleo extraido com CO2
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supercritico foi muito superior aquela obtida pela extracdo com n-hexano; no entanto, a
eficiéncia geral do 6leo foi menor para EFS. A Figura 5 apresenta o processo de extracdo com

fluido supercritico, enquanto que a Figura 6 apresenta o equipamento utilizado nesse estudo.

Figura 5. Estagios do Processo de Extracdo Supercritica. (1) cilindro de CO2 com tubo
pescador; (2) Bomba de alta pressao; (3) Célula de extracdo; (4)Véalvula dindmica/estética;
(5)Valvula de restricdo; (6)Vial coletor de amostra; (7) Medidor de fluxo; (8) Medidor de gés.

Fonte: Machado et al., 2015.

A EFS consiste de duas etapas: a extracdo do soluto e a separacdo do soluto do
solvente. A celula, contendo a amostra, é acoplada dentro do forno, controlando a
temperatura de operagdo. O CO2 sai do cilindro em dire¢do a bomba, onde o solvente liquido
sera comprimido para dentro da celula de extracdo, até a pressao programada, sendo
absorvido pelo solido, promovendo a dilatacdo das estruturas celulares e, consequentemente,
diminui a resisténcia a transferéncia de massa. Simultaneamente, 0os compostos soluveis séo
dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusdo para a superficie do sélido e transportados
pelo fluido supercritico precipitando no vial. As condi¢bes para 0 processo de extracdo
supercritica sdo previamente estabelecidas de acordo com a matriz estudada (SOVOVA,
2005; MACHADO et al., 2015)
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Figura 6. Unidade de Extracdo Supercritica. Equipa mento Piloto utilizado neste trabalho,
STF-110.

Fonte: Autoria prépria

A técnica EFS apresenta grandes vantagens, como: baixa viscosidade e alta
difusividade do fluido supercritico, permitindo-lhe penetrar nos poros dos materiais sélidos
com mais eficiéncia que solventes liquidos, o que pode tornar mais eficaz a transferéncia de
massa, resultando em extracGes mais rapidas; a solubilidade do extrato no fluido pode
aumentar por meio de modificacdo de pressao e temperatura, tornando o método de extracéo
mais seletivo; devido ao uso de baixas temperaturas na extracdo SFE, esta técnica é ideal para
a obtencdo de compostos termolabeis. Outro aspecto muito explorado quando se trata das
vantagens da extracdo em meio supercritico € o seu status de tecnologia "limpa”. A principal
limitacdo da técnica de extracdo supercritica € o alto custo com o investimento inicial do
equipamento. Porém, a necessidade de desenvolvimento e otimizacdo de métodos também
podem ser considerados como um fator limitante (MACHADO et al., 2013; BARRALES et
al., 2015; PEREIRA et al., 2017).

1.6.4 Ultrassom

Recentemente, a utilizacdo da técnica do ultrassom como uma metodologia de
tratamento tem sido relatada como um meio atrativo na area de ciéncia e tecnologia de
alimentos devido aos seus efeitos promissores na area de processamento e preservagdo
(COMARELA et al., 2012).

A utilizagdo do ultrassom para obtencdo de compostos naturais é bastante relevante,
uma vez que a extracdo completa pode ser concluida em minutos com alta reprodutibilidade,
reduzindo o consumo de solvente e consumindo apenas uma fracdo da energia necessaria para

um método de extracdo convencional (CHEMAT et al., 2017). O uso de ultrassom representa
38



uma forma potencialmente eficiente de melhorar os processos de transferéncia de massa. No
caso da EFS, essa é provavelmente a Unica maneira pratica de gerar vibragdo e melhorar
assim os coeficientes de transferéncia de massa (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO,
2003 ; BARRALES, 2016).

Este é um processo consiste na aplicacdo de energia na forma de ondas sonoras que
sdo transmitidas em frequéncia superior aos limites audiveis pelo ouvido humano, que estéo
entre 20 kHz e 10 MHz (CHEMAT et al., 2017). Estas ondas provocam ciclos de expansao e
compressdo no meio (vibracdo mecénica), ou seja, as moléculas do meio se afastam e se
aproximam inimeras vezes causando uma variacdo na pressdo no liquido, gerando cavitacdo
que crescem durante a fase de rarefacéo e decrescem na fase de compressédo, conforme mostra
a Figura 7 (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003). Quando o tamanho das bolhas atinge um
ponto critico, elas colapsam sobre a superficie do material solido, e alta presséo e temperatura
envolvidas no processo destroem as paredes celulares do vegetal e o contetdo é liberado ao
meio (CHEMAT et al., 2017; BARRETO, 2017)

Figura 7. Representacdo esquematica da propagacéo das ondas ultrassnicas
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FONTE: ARANHA et al. 2010

De forma geral, a aplicacdo do ultrassom representa uma tecnologia atrativa com
grande potencial exploracdo comercial e tem sido incorporada a outras técnicas de extracao,
conforme relatado para aumentar a eficiéncia do sistema convencional, apresentando como
principais vantagens: reducdo do tempo de extracdo; baixo consumo de energia; qualidade
aprimorada do extrato e o uso de solvente pode ser drasticamente reduzido (CHEMAT et al.,
2011; ROMBAUT et al,, 2014; DROSOU et al., 2015). Vérios trabalhos relataram a

utilizagdo da extracdo assistida por ultrassom para recuperacdo de fendis a partir de cascas de

39



uva, alcancando altos rendimentos em periodos curtos de tempo (GONZALEZ-CENTENO et
al., 2015; DROSOU et al., 2015).
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RESUMO

A industrializacdo de uva gera residuos agroindustrias como a semente de uva que possui um
alto valor agregado. Da semente é possivel extrair o 0leo, rico em &cidos graxos, principalmente
linoleico (C18:2) e oleico (C18:1), e vitamina E com propriedades potenciais para aplicacdo na
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. O objetivo do estudo foi realizar uma
prospeccao tecnologica sobre as aplicagdes do Oleo de semente de uva. A busca foi realizada
utilizando a base de dados Espacenet®, combinando palavras-chave e codigo de classificacéo
internacional de patentes. Os resultados evidenciaram que a China se destaca como o0 maior
detentor da tecnologia, com 64% do total de documentos de patentes encontrados, e também
possui 0s principais inventores e depositantes. O 0leo de semente de uva é grande potencial
econémico, sendo as empresas, maiores detentoras de patentes e a pesquisa voltada a aplicacéo
com fins medicinais a mais estudada.

Palavras-chave: Oleo de semente. Acidos graxo. Prospeccao tecnolégica

ABSTRACT

The grapes industrialization generates agroindustrial waste like grape seed that has a high
benefit. From the seed it is possible to extract the oil, rich in fatty acids, mainly linoleic (C18: 2)
and oleic (C18: 1), and vitamin E with potential properties for application in the food, cosmetic
and pharmaceutical industries. The objective of this study was to carry out a technological
survey on the applications of grape seed oil. The search was performed using the Espacenet®
database, combining keywords and international patent classification code. The results showed
that China stands out as the largest owner of the technology, with 64% of the total patent
documents found, and it has the main inventors and depositors. Grape seed oil is a great
economic potential, with companies being the largest patent holders and the research focused on
the medicinal purprose is the most studied currently.

Keywords:Seed oil. Fatty Acids. Technological Prospecting.
Area tecnoldgica: Ciéncia de Alimentos. Extracdo de Oleos.
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INTRODUCAO

A uva é uma fruta muito nutritiva, e amplamente consumida em todo o mundo. Os bagacos
provenientes da uva, na producdo de vinho e de outros derivados, tém sido objeto de inimeros
estudos, em razdo da grande quantidade de compostos fendlicos presentes nos mesmos, além
da importancia destes nas func@es bioldgicas do ser humano. A utilizacdo destes componentes
tem um impacto importante na reducéo de residuos e na possibilidade de criagdo de produtos
com alto valor agregado (FERNANDES et al., 2013; FREITAS et al., 2013; CIQUEIRA et al.,
2017). Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) estima-se que
no Brasil 0 bagaco da uva corresponde a 16% da uva processada, o que € equivalente a 210 mil
toneladas por ano. Em meio ao bagaco da uva hd um coproduto de alto valor agregado: a
semente de uva. Mundialmente tem-se mais de 3 milhdes de toneladas de sementes de uva
descartadas por ano, correspondendo a 38-52% da matéria seca (PASSOS et al.,, 2010;
FERNANDES et al., 2013; ROMBAUT et al., 2014).

A semente da uva possui uma ampla variedade de metabdlitos, dentre os quais se incluem
taninos polifendlicos, sendo o é&cido galico e mondmeros catequina e epicatequina 0s
principais compostos fendlicos presentes na semente de uva. As sementes também possuem de
12-14% de 0leo, que € um dos componentes de maior interesse na semente da uva (CAO; ITO,
2003; YILMAZ; TOLEDO, 2004; PASSOS et al., 2010; ROMBAUT, 2014). Este 6leo possui
caracteristicas que o torna superior aos 6leos comercialmente utilizados para consumo humano
devido a sua composicdo, uma vez que ele é rico em tocoferol (vitamina E- antioxidante)
principalmente sob a forma de alfa- tocoferol, e se destaca por ser uma fonte de &cido linoleico
(C18:2) e oleico (C18:1), contendo tracos de linolénico (C18:3) e palmitoleico (C16: 1). O
acido linoleico e acido linolénico, séo essenciais para 0 bom funcionamento de varios 6rgaos e
por ndo serem produzidos pelo organismo devem estar presentes na alimentacdo (CHOI; LEE,
2009; MEDINA et al., 2015). Ainda é possivel destacar outros efeitos benéficos dos extratos
obtidos da semente, como: modulacio da expressdo de enzimas antioxidantes (PUIGGROS et
al., 2005); protecédo contra danos oxidativos nas células do cérebro de ratos (GUO et al., 2007);
aterosclerose em hamster (VINSON et al., 2002); inibicdo de metastase em tumor mamario
(MANTENA,; BALIGA; KATIYAR, 2006) e alguns efeitos anti- inflamatorios (WANG et al.,
2009).

Devido aos importantes efeitos benéficos obtidos a partir da aplicacdo do 6leo de semente de
uva, sua producéo e utilizacdo em aplicacdes industriais tem aumentado, facilitando o acesso
da populacdo a esse produto. E importante destacar que o processo de extracdo tradicional
utilizado na obtencdo de 6leo de sementes de uva é a extracdo com n-hexano. No entanto, a
tecnologia de extracdo de CO2 supercritico (SC-CO2) tem se apresentado como uma excelente
e eficaz alternativa na extracdo de 6leo de semente, pois ndo empregam grandes quantidades
de solventes, garantam curto tempo de extra¢do, melhor do rendimento e uma boa qualidade
dos extratos (FRIORI et al., 2014).

Com o crescente volume de informacBes e a maior facilidade de acesso as tendéncias
tecnoldgicas, € necessario utilizar estratégias que auxiliem no monitoramento e
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico atual e futuro. A utilizacdo de prospeccdo
tecnoldgica, que engloba a andlise de patentes, é extremamente importante pela
disponibilidade de bases de dados eletrdnicas publicas de abrangéncia mundial, pela grande
retrospectiva temporal, e pelas patentes conterem detalhes sobre as invencGes e sobre as
tecnologias descritas (SCOPEL; GREGOLIN; FARIA, 2013). A patente € um titulo de
protecdo legal temporéria sobre uma invengdo ou modelo de utilidade, outorgado pelo Estado
aos inventores ou autores ou outras pessoas fisicas ou juridicas detentoras de direitos sobre a
criacdo, permitindo a exploragdo da sua inovagdo em troca da informacgéo detalhada sobre
parte substancial do conteddo técnico contido naquela matéria protegida por lei (CLOSS et
al., 2012).
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Este estudo teve o objetivo de realizar uma prospeccao tecnoldgica baseada em documentos de
patentes sobre a utilizacdo e extracdo do 6leo de semente de uva, com a finalidade de verificar
a existéncia de pesquisas e tecnologias relacionadas, aléem de mapear as possiveis areas de
insercdo e aplicacdo do dleo da semente de uva.

METODOLOGIA

A prospecc¢do tecnologica em questdo foi realizada durante 0os meses de janeiro a marco de
2017, utilizando a base de patentes europeia, European Patent Office (ESPACENET), que
fornece aos usuarios alta qualidade de dados de patentes on-line de mais de 90 paises
diferentes com mais de 90 milhdes de documentos de patentes em todo o mundo. A
metodologia adotada para a busca de documentos de patentes fundamentou-se em palavras-
chave contidas no titulo ou resumo do documento para identificacdo da matriz estudada,
combinada com o campo da Classificacdo Internacional de Patentes (IPC) que especifica a
categoria em que o assunto de interesse esta classificado. As patentes foram compactOadas e
exportadas para o software Microsoft Office Excel 2007, através do aplicativo CSVed.exe
(Comma separated values, em portugués: valores separados por virgulas). Os dados obtidos da
busca na base de patentes foram analisados priorizando a identificacdo do nimero de patentes
encontradas, os codigos de classificacdo internacional, o ano de depdsito, 0s inventores, 0s
principais depositantes e o pais de origem. Os resultados encontrados foram apresentados na
forma de gréaficos para discussao das possibilidades tecnologicas apresentadas pela pesquisa.

Na base Espacenet®, utilizou-se, inicialmente, as palavras-chave semente de uva (em inglés,
grape seed) resultando em mais de 10 mil documentos. Essas patentes foram utilizadas para
investigar os codigos internacionais de classificacdo de patentes. Ao combinar a palavra-chave
com diferentes codigos de classificacdo foi possivel filtrar e reduzir a quantidade de
documentos. Apds algumas analises e combinagdes entre as palavras-chave e os cddigos (IPC)
selecionou-se a combinacgédo das palavras-chaves “uva e 6leo de semente*” (em inglés, “grape
and seed 0il*”) e os cddigos C11B, que se refere a produgdo (pressdo e extragdo), refino e
preservacdo de gorduras, matéria gorda (ex. Lanolina), acidos graxos e ceras, incluindo
extracdo a partir residuos, e A23D, que se refere a 6leos e gorduras comestiveis, recuperando
142 documentos de patentes, dos quais 132 estavam disponiveis para analise. No Quadro 1
podem ser observados os codigos das patentes que foram investigados e o total de depdsitos de
patentes recuperados.

Quadro 1 - Busca de patentes depositadas por codigos de classificagdo internacional de
patentes ou por combinacgdo com palavras-chave na base de dados Espacenet®.

Grape and C11B1/ A23D9/ B01D11/0 C11B1/ A23D9 Total
Seed 10 02 0 00
oil*
X >100
00
X X 10
X X 26
X X 18
X 5076
X X 1
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X X 18
X X X 142
X X X 21
X X X 130
X X 1555

Fonte: Autoria prépria (2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra 0 nimero de patentes recuperadas, por cddigo de classificacdo internacional,
resultantes da estratégia de busca usando a combinacdo das palavras-chaves “uva e Oleo de
semente*” (em inglés, “grape and seed oil*”’) e os codigos A23D e C11B. O codigo de
classificacdo majoritario dentre os documentos de patentes estudados foi o da classe A23D9/04
(Producdo de gorduras ou 6leos a partir de matérias-primas), sequido de A23D9/007 (Oleos e
gorduras comestiveis caracterizados por ingredientes diferentes dos triglicérides de acidos
graxos), e C11B1/10 (producéo, p. ex. por compressdo de matérias-primas ou por extracao a
partir de substancias de rejeitos, refinacdo ou preservacdo de Oleos, substancias graxas, por
extragdo), indicando assim que a maioria dos documentos de patentes selecionados esta
relacionada com a Secdo A (Necessidades Humanas) e Se¢do C (Quimica) da IPC. Sendo assim,
percebe-se que o0 6leo de uva e seus respectivos co-produtos séo utilizados de modo a conferir
caracteristicas benéficas a saude. Este fato é decorrente da presenca dos &cidos graxos
insaturados presentes no 6leo, que devem fazer parte diariamente da alimentacdo (MEDINA et
al., 2015) Desta forma o 6leo de semente de uva pode ser utilizado de forma direta como 6leo
vegetal comestivel, ou aplicado em algum produto devido a suas caracteristicas benéficas, tendo
consequentemente a destinacdo majoritaria do 6leo de semente de uva, é para fins medicinais e
alimenticios.

Figura 1-Numero de patentes por Cédigo de Classificacdo Internacional.
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Fonte: Autoria propria (2017).

Na Figura 2 tem-se a evolugdo anual do nimero de depdsitos de patentes. A primeira patente
sobre a utilizacdo do objeto desse estudo foi depositada em 1973, com nimero GB1455416
(A) pela empresa UNILEVER® do Reino Unido. Esta patente descreve a utilizagdo do 6leo de
semente de uva e outas fontes de 6leo vegetal para uma mistura de gorduras para utilizagdo em
margarinas ou pastas de mesa. Em 1980, o inventor Harold W. Hanson (EUA), depositou a
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patente US4420496 (A) sobre a utilizacdo de 6leo de semente de uva com mistura de outros
6leos, descrevendo um processo para conservacao de alimentos congelados. Os depdsitos de
patentes sobre a utilizacdo do 6leo de semente de uva mantiveram-se baixo e constate até o
inicio dos anos 2000. Entre os anos de 2000 a 2010, houve um aumento nos depdsitos de
patentes sobre o tema, e as tecnologias foram protegidas por meio de patentes depositadas em
6 paises diferentes (China, Japdo, Estados Unidos, Alemanha e Coreia).

A primeira patente depositada pela China se deu no ano de 1999, o que demonstra um
interesse mais recente do pais no estudo da area de estudo. Essa primeira patente depositada na
China possui numero de publicagdo CN1107110 e se refere a um método de extragdo do dleo
de semente de uva utilizando um fluido supercritico. O interesse da China em obter o 6leo de
semente de uva por Extracdo por Fluido Supercritico (EFS) apresenta uma opcao para
substituir as metodologias convencionais por novas metodologias, devido as limitacGes legais
de solventes e residuos de solventes que podem s er usados na industria de alimentos,
cosmeética e na industria farmacéutica, e também a EFS é uma eficaz alternativa de extracao
sendo altamente seletiva na obtencdo de componentes de alto valor agregado (CAO; ITO,
2003; PASSOS et al.,, 2010). A China, em especial, apresentou um grande nimero de
depdsitos de patentes ao longo dos anos. Consequentemente esse maior aprofundamento nos
estudos relativos ao uso do 6leo de semente de uva refletiu no crescimento de depdsitos de
patentes a partir 2007 em ambito global (Figura 2). Isto pode estar relacionado a busca de
novas fontes de 0leos vegetais, uma vez que existe uma preferéncia para substituir a ingestao
de gorduras animais (manteiga e banha), bem como a tendéncia mundial voltada para novas
fontes de pesquisa de 0leo vegetal (PARRY et al., 2006; CHOUGUI et al., 2013), destacando
que h& um interesse consideravel na producéo do 6leo de semente uva, devido este ser uma
promissora fonte compostos com boas propriedades nutricionais, além de ser um 6leo com rica
e variada composicdo quimica (PEIRETTI; MASOERO; TASSONE, 2017). Devido ao
aumento significativo da procura e consumo de produtos naturais, 0s produtos inseridos nesse
mercado também apresentaram um aumento expressivo, registrando o depdsito de 21 patentes
associadas a tecnologia pesquisada no ano de 2014. Segundo o Departamento de Estudos
Socioeconémicos Rurais (DESAR) houve um significativo deslocamento no consumo mundial
de matérias graxas animais em favor dos 0leos vegetais, em decorréncia de fatores ligados a
salde, custos de producdo, desenvolvimento industrial e versatilidade desse tipo de matéria-
prima, isso permitiu a elevacdo do consumo mundial de 6leos vegetal (NUNUES, 2014). E o
Oleo de semente de uva tem se destacado pelo seu elevado teor de &cidos graxos mono e poli-
insaturados, em torno de 85 a 90%; entre eles, o acido linoleico (C18:2) e oleico (C18:1)
(CHOI; LEE, 2009; SHINAGAWA, 2015). No entanto, é possivel observar nos ultimos anos,
2015 a 2017, uma reducdo no depdsito de patentes, que pode ser explicado devido ao periodo
de sigilo de 18 meses dos documentos de patentes antes de serem publicadas nas bases de
dados.
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Figura 2- Evolucao anual de depdsito de patentes.
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Fonte: Autoria prépria (2017).

A uva e um dos produtos mais cultivados no mundo, sendo a China lider na producdo, com mais
de 12 milhdes de toneladas produzidas em 2014, seguida dos Estados Unidos e da Italia
(FAOSTAT, 2014). Segundo a FAOSTAT (2014) uma das principais destinacfes da uva ¢é a
fabricacdo de vinho e suco, sendo que no ano de 2014 o continente europeu reservou mais de
60% de toda a producédo vinho, e a Franca foi na lider producéo de vinho com 4,8 milhdes de
toneladas em 2013, seguida da Italia e da Espanha. Embora a Europa se destaque na producéo de
vinhos a nivel mundial, os paises que mais depositaram patentes associados ao uso do 6leo da
semente de uva ndo fazem parte da Unido Europeia. A China foi o pais que apresentou 0 maior
namero de patentes depositadas, com 77 patentes a mais que a Republica da Coreia, pais que
ocupa o segundo lugar em niimero de depdsitos de patente (Figura 3). E importante ressaltar que,
de acordo com os dados da FAOSTAT (2014), os paises com maior geracdo de residuo
agroindustriais da producdo vinicola, consequentemente de sementes de uva, seriam 0s paises
europeus (Italia e Franca), no entanto a Franca possui apenas 1 patente depositada e a Italia ndo
possui nenhum depdsito de patente no tema, demonstrando um maior interesse dos paises
asiaticos por essa tecnologia.

Foi notada a auséncia do Brasil como pais depositante até o ano de 2016. O pais ja investe em
pesquisas relacionadas ao aproveitamento de subprodutos da uva, principalmente nos estados do
Parana e Rio Grande do Sul, (ROTAVA et al., 2009; FERRARI; KOCHE, 2010; RIBEIRO et
al., 2015) e também pesquisas como as feitas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(RITSCHEL; SEBBEN, 2010). O ndo deposito de patentes evidencia a auséncia de protecdo do
conhecimento nesta area, e pode ser justificado pelo fato do pais ainda ndo apresentar uma
parceria eficiente entre o governo, empresas e universidades que auxiliem no avan¢o da
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo, apesar de todos os esforcos efetuados na area de
Propriedade Intelectual (GARNICA, OLIVEIRA; TORKOMIAN, 2006). Assim, a falta de
protecdo reflete também a falta de interacdo da pesquisa académica com o setor empresarial,
uma vez que a inovagdo tecnoldgica deve ser resultado de um ambiente que produz ciéncia de
ponta e influencia direta e indiretamente o setor produtivo. Com o intuito de incentivar a
inovacao tecnologica no Brasil foi sancionada a Lei do Marco Legal (Lei 13.243 / 2016) com 0
principal objetivo de desburocratizar, flexibilizar e integrar o esforgo dos agentes que participam
do trinbmio ciéncia — tecnologia — inovagdo no Brasil, buscando corrigir os entraves existentes
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na Lei de Inovagdo Tecnoldgica (Lei Federal n. 10.973 de 12/2004) (RAUEN, 2016).

Figura 3 - Principais paises depositantes de patentes.
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Fonte: Autoria propria (2017). Sendo: CN: China;KR: Republica da Coreia; US: Estados Unidos;JP: Japdo; RU: Russia;
GB: Reino Unido; CH: Suica;DE: Alemanha;; FR: Franca; MD: Republica Moldova; UA: Ucrénia; NZ: Nova Zelandia.

Na Figura 4 observa-se que o inventor com maior numero de deposito patentes foi Wang Ping
(China) que depositou 6 patentes relacionadas a producéo e utilizacdo do 6leo de semente de uva
em um Oleo comestivel, com finalidade medicinal. Na patente CN105638926 (A) o inventor
descreve uma nova metodologia para a extracdo do 6leo e obtencdo de um produto rico
nutricionalmente e com efeito benéfico para a salde. As patentes CN105494684 (A),
CN103891924 (A), CN103859068 (A), CN103549037 (A); CN103549037 (B), CN102146317
(B); CN102146317

(A) descrevem o blend da matriz (0leo de semente de uva) com outras fontes de 6leo vegetal
objetivando a combinacgdo de nutrientes para potencializar os efeitos benéficos na satde. Dentre
0S principais inventores pesquisados, apenas o inventor de Choi Eun-Miée (Republica da
Coreia), ndo era chinés. Os demais inventores sdo da China, pais que mais deposita patentes
sobre a tecnologia em analise.
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Figura 4 -Inventores com mais patentes depositadas.
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Fonte: Autoria propria (2017).

Outra analise realizada foi relativa aos principais depositantes. As empresas privadas destacam-
se como 0s maiores detentores da tecnologia pesquisada, seguida das instituicdes publicas e
pessoas independentes. Conforme a Figura 5, as empresas sao titulares de 61 % dos documentos
de patente depositados relativos a 6leo de semente de uva.

Figura 5- Principais depositantes referente e tecnologia estudada
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Fonte: Autoria propria (2017).

A Figura 6 e 0 Quadro 2 mostram o0s principais depositantes de patentes, que foram
separados em empresas e universidades, respectivamente. Observa-se que, em ambos 0s
casos, 0s principais depositantes sdo chineses, 0 que demonstra o grande interesse do pais
como um todo na area em questdo, visto que a grande maioria das empresas, universidade e
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também os inventores independentes depositantes das patentes sdo deste pais. Dentre as
empresas, ANHUI HUAAN FOOD CO LTD, empresa Chinesa que trabalha com a producao
de diferentes matrizes vegetais para extracdo de 6leos, foi a que mais depositou patentes, 6,
seguida das empresas SHANDONG SANXING CORN IND TECH, também empresa chinesa
que produz principalmente 6leo de milho e girassol, com 4 depdsitos. O incentivo politico e
governamental para estimular a parceria entre universidades e empresas privadas, na China, é
responsavel pelo cenério de patentes depositadas na area pesquisada.

Figura 6 - Principais depositantes referente e tecnologia estudada
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Fonte: Autoria prépria (2017).

As patentes depositadas pela empresa Anhui Huaan Food Co LTD descreve a producédo 6leo de
semente de uva, e blend com outros 0leos, com a finalidade de obter um 0leo com caracteristicas
saudaveis, antioxidantes e com efeitos benéficos a salde (exceto pela patente CN105779115 (A)
que apresenta uma tecnologia para extracdo a frio do 6leo de semente de uva). As patentes
depositadas pela empresa Shandong Sanxing Corn Ind Tech, apresentam a particularidade de
utilizar o déleo de milho juntamente com o 0leo de semente de uva, ou uma mistura de Oleos
vegetais, para a obtencdo de um 6leo comestivel de alto valor agregado.

Quadro 2-Instituicdes depositantes e suas respectivas patentes.

INSTITUICOES

PATENTE

Botan Qil Innovations Incae[Us]

Evolva NutritionIncae,[Us]

Inst Publica InstStiintificoPracticHorticultura
[MD]

Liaoning Academy Of Microorganae€ [CN]

Luoyang Guohuafang Peony Biolog Science
Institute

Combinagdes de O6leo botanico e antioxidantes
sinergistassuper potentes

Gorduras ricas em diacilglicerol, 6leos e alimentos
funcionais

Produto funcional de alimentos na base de oleos
vegetais

Alimentos saudaveis integrados para regular o
equilibrio imune do corpo humano

Método de extragdo supercritica de 6leo de semente de
uva
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Mabharach Nat Inst Of Grape And Winede,[Ua] Processo para a preparacdo de 6leo da semente de uva

Oil Crops Res Inst Caas Foérmula balanceada de 6leo e método de preparagdo

SanglinBiolog Science Technolée[Cn] Método para extracdo de 6leo de semente de uva
espinha

UnivChangsha Science[CN] Oleo comestivel de cuidados de satide para o outono e

método de preparacdo de alimentos comestiveis

UnivGansuAgricultural[CN] Método para extracdo e purificacdo de 6leo de semente
de uva a partir de sementes de uva

Univ Henan Science & Tech[CN] Oleo de blendas de semente com reducéo de lipidios
e efeitos de reducdo de glicose no sangue

UnivJishou[CN] Método para a extracdo continua de ingredientes ativos
a partir de sementes de uva

UnivKubanska€ [RU] Oleo combinado

UnivMassey[CN] Emulsdo compreendendo lipido de nacleo revestido
com nanoemulsao

UnivNanchang[CN] Método de modificacdo de amido poroso e aplicacdo
em 6leo em pé

Univ Northwest A&F [CN] Método de extracdo a frio do 6leo de semente de uva

WuxiScient Res & Design | Ofae[CN] Método para extracdo de Oleo de semente de uva e
procianidina a partir de sementes de uva

Fonte: Autoria prépria (2017).

Entre as instituicGes depositantes foi observado que dentre as universidades, cada uma delas
depositou apenas uma patente. As patentes envolvem os métodos de extracao de 6leo de semente
de uva, e descreve a tecnologia para utilizacdo deste como um Oleo de potencial benéfico. Se
comparadas com as empresas, € possivel notar um menor empenho das universidades/instituicdes,
e inventores independentes para o desenvolvimento de novas tecnologias para o aproveitamento
do 6leo de semente de uva. Deixando nitido, entdo, que os desenvolvimentos de tecnologias
aplicadas para 6leo de semente de uva sdo de grande potencial econémico.

Na Figura 7 retratam-se as principais aplicaces industriais e tecnoldgicas. De acordo com o
visualizado existe uma maior ocorréncia de sua utilizacdo para area medicinal. Segundo estudo
feito por Shingawa e colaboradores (2015), a utilizacdo de 6leo de semente de uva na area
medicinal pode ser explicada pelo o crescimento do mercado para produtos naturais, e suas
diversas formas de aplicabilidade, principalmente pelos componentes quimicos de grande
importancia biolégica deste 6leo que desempenha atividade antioxidante, que inclui diversos
metabdlitos: fitoesterois, tocoferdis, tocotrienois, flavondides, acidos fendlicos e carotendides e
vitaminas E. Cirqueira e colaboradores (2017) afirmam que devido as funcGes bioativas em que se
insere as matrizes de alimentos, estes estdo sendo reportados profusamente na area cientifica como
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benéficos a saude.

Figura 7-Principais aplicacfes do 6leo de semente de uva
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Fonte: Autoria propria (2017).

O porcentual majoritario para a producdo dos 6leos de semente de uva existentes hoje no
mercado tem o objetivo de conferir caracteristicas benéficas a saude. Esta aplicacdo €
principalmente associada a prevenir e combater doencas cardiovasculares. O que esta de
acordo com os estudos de Cao e Ito (2003), que destacam a funcéo cardioprotetor do oleo de
semente devido as suas propriedades contra a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs); reducdo do colesterol; dilatacdo dos vasos sanguineos, e regulacdo do sistema
nervoso auténomo.

CONCLUSAO

A partir da busca de dados foi possivel concluir que a China é o pais que mais tem
desenvolvido e protegido a tecnologia estudada, detendo 69% de todas as patentes encontradas.
E mesmo que a China ndo se encontre entre os paises maiores produtores de vinho, é
atualmente o maior produtor de uvas do mundo e possui um alto desenvolvimento tecnolégico
aplicado.

A metodologia de analise de patentes utilizada se mostrou uma importante ferramenta para a
analise e acompanhamento da evolucdo de tecnologia e de interesses de mercado de empresas e
instituicbes em relacdo a producéo do dleo de semente de uva.

O dleo de semente de uva apresenta grande potencial econdmico, sendo as empresas privadas
as maiores detentoras de patentes, e a pesquisa voltada a aplicacdo com fins medicinais, a mais
estudada. Na base de dados pesquisada, o Brasil, até o ano de 2016, ndo apresentou nenhuma
patente para aproveitamento de sementes de uvas para a producdo de 6éleo. Porém, se estes
setores (academia-Empresa) estivessem trabalhando de forma integrada, acredita-se que a
protecdo do conhecimento gerado seria uma consequéncia natural. Portanto, é importante a
compreensdo por parte do setor industrial, centros de pesquisas e desenvolvimento,
universidade e governo gue a protecdo de suas atividades e tecnologias por meio do depdsito de
patentes é fundamental para a competividade, notoriedade e desenvolvimento do pais.
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Capitulo 111

Artigo 1I- Efeito do pré-tratamento com ultrassom no rendimento e
caracteristicas quimicas do 6leo de semente de uva obtido por diferentes
métodos.
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Efeito do pré-tratamento com ultrassom no rendimento e caracteristicas
guimicas do 6leo de semente de uva obtido por diferentes métodos.

The Effect of Ultrasound Pretreatment on Yield and Chemical
Characteristics of Seed Grape Oil Obtained by Different Methods.

Rita de Céssia de Souzatl, Gabriele Abreu Barreto?, Ingrid Lessa Leal?, Jeancarlo Pereira dos
Anjos?, Bruna Aparecida Souza Machado?, Marcelo Andres Umsza-Guez!

'Programa de P6s-Graduacéo de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Farméacia, Campus Ondina, Universidade
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Resumo

A industria de processamento de uvas € responsavel pela geracdo de 12 milhdes de
toneladas/ano de residuos, dos quais aproximadamente 3 milhdes corresponde a sementes, que
podem causar sérios problemas ambientais, quando ndo devidamente descartados. No entanto,
as sementes sdo fonte de 6leo podendo ser aproveitados como subprodutos com aplicacdes
nutricionais, cosmeéticas e farmacéuticas. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do
pré-tratamento por ultrassom em semente de uva e avaliar o rendimento e as caracteristicas
quimicas do Oleo obtido. O efeito das variaveis temperatura e tempo de aplicacdo do
ultrassom nas sementes foi avaliado por meio de extracbes por Soxhlet (Sox) e Bligh Dyer
(BD). A Extracdo Supercritica (EFS) foi realizada de acordo com os parametros obtido nas
extracOes por Sox e BD e os 0leos obtidos pelas diferentes metodologias foram comparados.
O ultrassom influenciou positivamente na extracdo do 6leo, com aumento significativo de
32,1; 20,31; e 12,54% para rendimento e 311; 234; e 184% de fenodlicos totais para 0s 0leos
obtidos por Sox, BD e EFS, respectivamente. A composicdo dos acidos graxos obtidos por
EFS apresentaram maiores proporcdes de &cidos graxos insaturados. A analise gravimétrica
indicou que o 6leo obtido, para todos os métodos de extracdo avaliados, apresenta alta
estabilidade térmica, sofrendo degradacdo em temperaturas acima de 370°C. Os resultados
apresentados neste trabalho indicam que o pré-tratamento por ultrassom pode ser um meio
viavel para melhorar a eficiéncia da extracdo de 6leo e obtencdo de compostos fendlicos a
partir da semente de uva, valido para os trés métodos estudados, desatacando-se EFS que,
além da eficiéncia, ndo necessita de solventes organicos.

Palavras-chave: VitisVinifera. Extracdo Supercritica; Residuos Agroindustriais; Compostos
Bioativos; Acido Linoléico.
Abstract

The grapes processing industry is responsible for the generation of 12 million tons / year of
waste, which approximately 3 million corresponds to seeds, that can cause serious
environmental problems when not properly discarded. However, the grape seeds are a source
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of oil, and it can be used as by-products with nutritional, cosmetic and pharmaceutical
applications. The aim of this work was to evaluate the effect by ultrasound as pre-treatment
on the grape seed, and to evaluate it in terms of extraction yield and physical-chemical
characteristics of the oil obtained. The Supercritical Fluid Extraction (SFE) was performed
according to the parameter obtained by Sox and BD extractions, and the oils obtained by the
different methodologies were compared. Ultrasound pretreatment was highly effective in the
oil extraction, not only increasing significantly oil yield (32.1; 20.31; 12.54%), but also total
phenolic content for the oils (311; 234; 184%) to the oils obtained by Sox, BD and SFE,
respectively. The fatty acids composition by SFE showed higher proportions of unsaturated
fatty acids. The gravimetric analysis indicated that the obtained oil, for all extraction methods
evaluated, presents high thermal stability, suffering degradation at temperatures above 370 °
C. The results presented in this work indicate that the ultrasonic as pretreatment of the seed
would be a viable method to improve the efficiency of oils extractions, and also to obtain
phenolic compounds in the three the extraction methods studied, highlighting the SFE that
besides the good efficiency does not need to use organic solvents.

Keywords: VitisVinifera; Supercritica Extraction.; by product; Bioactive Compound;

Linoleic Acid.

1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO,
2016) a uva (Vittis spp.) € o alimento com a maior area dedicada para o seu cultivo, sendo
consumidas in natura, bem como na forma de vinho, suco, geléias e outros (LIANG et al.,
2014; CIRQUEIRA et al., 2017). Cerca de 70% da cultura de uva processada € destinada
especialmente para a producdo de vinhos, 27% ¢é consumida como fruta fresca, e 2%
consumida como frutos secos (MENEZES et al., 2018). Globalmente, no processo de
producdo de vinho sdo gerados aproximadamente 12 milhGes toneladas/ano de bagaco
(sementes, caules e cascas) (CIRQUEIRA et al., 2017), somente no Brasil sdo 210 mil
toneladas/ano (EMBRAPA, 2014). As sementes representam aproximadamente 38% a 52%
dos residuos sélidos gerados pela indlstria vinicola, sendo assim, a nivel mundial,
aproximadamente trés milhdes de toneladas sdo geradas por ano (FERNANDES et al., 2013;
ROMBAUT et al., 2014; BRENES et al., 2016).

Atualmente, as questdes ambientais, de sustentabilidade e eco eficiéncia tém chamado
a atencdo para aproveitamento de residuos agroindustriais como uma potencial fonte de
compostos de alto valor agregado para aplicagdo na inddstria de alimentos (GARCIA-
LOMILLO et al, 2017), cosméticos (GLAMPEDAKI; DUTSCHK, 2014), inddstrias
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farmacéuticas (RABRENOVIC et al., 2014; MENEZES et al., 2018), producgéo de biodiesel
(FERNANDEZ et al.,2010; MANNA et al., 2015), entre outros setores.

A extracdo do 6leo de semente de uva se apresenta como uma alternativa de utilizacdo dos
residuos agroindustriais. A semente possui entre 8-20% de dleo, que € um dos componentes
de maior interesse nessa matriz, pois contém ampla variedade de compostos fitoquimicos
como taninos polifendlicos, sendo o &cido galico e mondmeros catequina e epicatequina 0s
principais compostos deste grupo (FREITAS et al, 2013; ROMBAUT et al., 2014;
HOGERVORST et al., 2017). Este subproduto da vinificacdo possui inimeros beneficios para
a salde, principalmente pela presenca de vitamina E (antioxidante natural), que tem
propriedades cardioprotetoras capaz de diminuir os niveis de colesterol (FREITAS et al.,
2008; BERES et al., 2017; DURDEVIC et al., 2018), além de possuir uma alta composicao de
acidos graxos (cerca de 90%), especialmente os &cidos graxos poli-insaturados , nos quais se
destacam 0 w6 ¢ w3, derivados do acido linoléico (C18: 2) e do acido linolénico (C18: 3),
respectivamente, que apresentam propriedades cardioprotetoras (Yi et al., 2009; FREITAS et
al., 2013), e sdo essenciais para 0 metabolismo humano ja que ndo podem ser sintetizados
pelo organismo (LACHMAN et al., 2015; HADIAN, 2016).

As técnicas convencionais de extracdo com solventes organicos (metanol, hexano,
cloroférmio, acetato de etilo, acetona, éter, etc), tais como o Soxhlet, sdo comumente
aplicadas para obtencdo de compostos bioativos pela industria. Porém, estas técnicas ndo sao
ecofriendly, fato que impulsiona a investigacdo de novas técnicas de separacdo "verdes"”, que
usem menor quantidade de solventes e energia. Como exemplos, tem-se a extracédo por fluido
supercritico (MACHADO et al., 2013; COELHO et al., 2018) micro-ondas (JACOTET-
NAVARRO, et al.,2016) ultrassom (BARRALES et al., 2015) extracdo com agua subcritica
(DUBA et al., 2015).

A tecnologia de Extracdo por Fluidos Supercriticos (EFS) favorece a obtencdo de
compostos bioativos e supera muitas limitacdes que existem em outras metodologias de
extracdo. Devido as suas propriedades de transporte melhoradas, a EFS permite o controle da
densidade do fluido alterando a sua pressdo e/ou temperatura, proporcionando assim extracoes
mais rapidas (MACHADO et al., 2013; MELO; SILVESTRE & SILVA, 2014; DURDEVIC
et al., 2017). A EFS com dioxido de carbono (CO>) é particularmente vantajosa, devido este
solvente ndo ser toxico, apresenta pressdo critica moderada (73 atm) e temperatura critica
relativamente baixa (31 °C), que o torna ideal para a extracdo de compostos termicamente
sensiveis. Apos a extracdo, o solvente pode ser totalmente separado por descompressdo, sendo
que o CO> usado pode ser reciclado (MACHADO et al., 2013). Contudo, a EFS apresenta a
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desvantagem de ndo permitir agitacdo, que poderia aumentar os coeficientes de transferéncia
de massa, tornando o método ainda mais atraente. Uma forma de minimizar esta deficiéncia é
aplicacdo de um pré-tratamento por ultrassom, que tem sido incorporada a outras técnicas de
extragdo para aumentar a eficiéncia do sistema convencional (BARRALES et al., 2015;
BERES et al., 2017). O pré-tratamento com ultrassom provoca a cavitacdo que é capaz de
gerar ondas de choque que se propagam radialmente para fora, a partir do ponto de colapso no
fluido circundante. Esse fenémeno contribui para o aumento dos coeficientes de transferéncia
de massa. Além disso, a cavitacdo ajuda a romper as estruturas celulares de vegetais,
facilitando a interacdo entre solventes e os compostos de interesse (SAMARAM, et al., 2015;
CHEMAT et al, 2017). Portanto, a aplicacdo do pré-tratamento com ultrassom na matriz a ser
extraida por EFS pode reduzir o tempo e incrementar o rendimento de extracdo, diminuindo
assim 0s custos de producéo dos extratos (REATEGUI et al., 2014; BARRALES et al., 2015).
Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do pre-tratamento com
ultrassom em diferentes condicGes (tempo, temperatura), aplicado em sementes de uva
submetidas a diferentes métodos de extracdo (Soxtlet, Bligh e Dyer e EFS-CO3), por meio do

calculo do rendimento e determinacao de caracteristicas fisico-quimicas do 6leo obtido.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Hexano, metanol e acetato de etila foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany).
Metanol usado na esterificagdo com Trifluoreto de boro (BFs) como catalizador foi comprado
da Supelco (Supelco Park, PA, USA). Uma mistura de 14 Esteres Metilicos de Acidos
Graxos (FAMEs) foi comprado da Sigma—Aldrich (Mix C8- C24, CRM 18918 Supelco).

2.2. Amostras

O residuo da producdo de vinho da variedade Syrah foi gentilmente cedido pelas
vinicolas do Vale Submédio do Séo Francisco, Brasil. As sementes foram separadas
manualmente das cascas e posteriormente lavadas em agua destilada, secas por 20 horas em
estufa de circulacdo (40 °C), embaladas a vacuo e mantidas em congelador a -18 °C até a sua

utilizacéo.
2.3. Determinacgdo das condic@es de pré-tratamento da semente
Para escolha da melhor condicdo para o pré tratamento com ultrassom foram

realizadas extracOes pelas metodologias de Soxhlet e Bligh Dyer, utilizando sementes

64



previamente pré-tratadas com o ultrassom variando tempo e temperatura. Os 0leos obtidos
foram analisados, e as varidveis repostas para determinar a melhor condicdo foram:
rendimento do 6leo, perfil de acidos graxos e teor de fendlicos totais.

O pré-tratamento da semente com ultrassom foi realizado em sonicador (50-60 Hz,
165W RMS — Quimis, Brasil), utilizando diferentes condicbes de tempo e temperatura
conforme apresentado na Tabela 1. Em cada tratamento as sementes de uvas foram colocadas
dentro de um saco de polietileno e dispostas cesto que compde 0 equipamento, cobertas por
uma tampa de metal, a fim de proporcionar a imersao total em agua. Apds o pré-tratamento
com ultrassom, as sementes foram moidas num triturador (Di Grano, Cadence, Brasil) e
tamizadas (Bertel, Tyler, Brasil) para se obter particulas de sementes com um diametro
inferior a 0,5 mm. O p6 obtido da semente foi usado para extracdo de 6leo por Soxhlet (Sox)
e Bligh e Dyer (BD). Para cada método foi realizada uma extracdo de 0leo sem o pré-
tratamento (ST) da amostra por ultrassom, utilizada nesse como controle estudo. Apos a
avaliacdo dos diferentes 6leos obtidos, a melhor condicéo encontrada apds avaliar as variaveis
respostas os resultados para Sox e BD, foi aplicada para método de Extracdo por Fluido
Supercritico (EFS), seguindo 0s mesmos parametros de pré- tratamento e moagem da

semente. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

Tabela 1. CondicGes de pre-tratamento por ultrassom (Frequéncia de 50-60 Hz) empregadas

nas sementes de uva (var. Syrah).

Cddigo da amostra Temperatura (°C) Tempo de sonicagao
BD:ST (controle) Sox:ST (controle) Ambiente (£25 °C) Nao aplicado
BD:20-10 Sox:20-10 20 10
BD:20-30 Sox:20-30 20 30
BD:20-50 Sox:20-50 20 50
BD:30-10 Sox:30-10 30 10
BD:30-30 Sox:30-30 30 30
BD:30-50 Sox:30-50 30 50
BD:50-10 Sox:50-10 50 10
BD:50-30 Sox:50-30 50 30
BD:50-50 Sox:50-50 50 50
EFS: ST Ambiente (£25 °C) Nao aplicado
EFS:30-30 30 30

BD: Bligh & Dyer; Sox: Soxhlet; EFS: Extracdo com Fluido Supercritico.; ST (sem tratamento)
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2.4. Extragdes Soxhlet

Amostras de 10 g de sementes de uva moidas foram colocadas no cartucho de extragdo
e 0 baldo de extracdo foi preenchido com 150 mL de hexano. As extracdes foram realizadas
de acordo com a metodologia adaptada de Fiori et al. (2014) . A extracdo ocorreu com tempo
total 6 horas, e a recuperacgéo do solvente foi feita em evaporador rotativo com temperatura do
banho de 40 °C e velocidade de rotacdo de 30 rpm. Os Gleos obtidos foram armazenados em
condicdes de atmosfera inerte (N2) para evitar degradacdo e mantidos a -18 °C até 0 momento

do seu uso.

2.5. Extragéo a Frio (Bligh & Dyer)

Foram pesadas aproximadamente 10 g de sementes de uva moida em frasco
Erlenmeyer. A extracdo foi feita utilizando uma mistura de cloroformio, metanol e agua pelo
método de Bligh e Dyer, no qual a extracdo do Oleo é realizada a frio (BLIGH; DYER, 1959).
Os oleos obtidos foram armazenados em condi¢Ges de atmosfera inerte (N2) para evitar

degradacédo e mantidos a -18 °C até o0 momento do seu uso.

2.6. Determinacao do rendimento do 6leo

Ap0s cada extracdo, a porcentagem de 0leo extraido foi calculada conforme a Eq. (1):

Oleo (%) = —4e° %100 (1)

Msemente

Onde meieo € @ massa de 6leo extraida (g), € Msemente € & Massa de semente de uva (g) usada em
cada extracdo.

2.7. Analise de acidos graxos por Cromatografia Gasosa

Os perfis de acidos graxos foram determinados para as amostras de 6leos em todas as
condicdes experimentais do planejamento da Tabela 1, pelo método de cromatografia em fase
gasosa (CG) por FAMEs (AOCS, Metodo Oficial Ce 2-66, 1998) utilizando cromatogréafico a
gas acoplado a um espectrdmetro de massas (SHIMADZU,GCMS-2010 Plus), com um
injetor split/splitless operando no modo splitless a uma temperatura de 310 °C, equipado com
coluna capilar (CP Agilent J&W DB-5ms 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 um de espessura de
filme) usando hélio como gas de arraste (White Martins S.A., P.A., grau cromatografico). Foi
realizada a seguinte programacdo: temperatura inicial de 70°C por 2 minutos, elevada para
200°C na taxa de 30°C min? e finalizando a 300°C a 5°C min? e vazdo de hélio de 1,12

mL.min?. Para o detector de massas foram utilizadas as temperaturas da linha de transferéncia
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a 280°C, fonte de ions a 250°C, e modo de ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. Apds a
reacdo de transeterificacdo catalisada com BF3, a preparacdo da amostra foi feita através da
injecdo direta e posteriormente uma diluicdo do extrato em isoctano (grau cromatografico). A
identificacdo dos &cidos graxos foi feita no modo de monitoramento do ion seletivo (SIM -
Selected lon Monitoring), sendo escolhido um ion especifico para cada analito. A
quantificacdo dos componentes principais foi conduzida pelo método da normalizacdo de

areas.

2.8. Teor de Fenolicos Totais (Método de Folin-Ciocalteau).

A determinacdo do Teor de Fendlicos Totais (TFT) foi realizada de acordo com o
método utilizado por Capannesi et al. (2000), como se segue: 2,5 g de 60leo de semente de uva
foram diluidos com 2,5 ml de n-hexano e extraidos trés vezes por 10 min de centrifugagéo
(3000 rpm) com CH3OH: H20O 80:20 v/v. O extrato foi adicionado a 2,5 ml de reagente de
Folin-Ciocalteau, 5 ml de Na2CO3z (7,5%), em um baldo volumétrico de 50 ml, atingindo o
volume final com agua destilada. As amostras foram armazenadas por 15 horas, e a analise
espectrofotométrica foi realizada em A=765 nm. Acido gélico foi usado como padréo
(R?=0,999), e os resultados foram expressos em miligramas de Equivalente de Acido Galico
(EAG) por 100 grama de extrato.

2.9. Extracdo com Fluido Supercritico

Apos a escolha da melhor condicédo de pré-tratamento, conforme descrita no item 2.3,
foi realizada a EFS do 6leo de semente de uva para comparagdo com os 0leos obtidos por
Soxhlet e Bligh e Dyer.

Para obtencdo do 6leo a, foi usada a unidade piloto Supercritical Fluid Extractor SFT-
110 (Supercritical Fluid Technologies, Inc.). Em cada experimento a célula de extracdo foi
preenchida com 65 g de semente moida. As condi¢des de extracdo foram: temperatura
constante de 50 °C, pressdao de 50 MPa e vazdo de CO, de 6 g/min, e com duragdo de,
aproximada, 1,5 h (DUBA; FIORI, 2015; MACHADO et al., 2015). Os 6leos foram coletados
em vial e armazenados em condicdo de atmosfera inerte (N2) para evitar degradacdo. Os
extratos foram mantidos a -18°C até o momento do uso. Para os Gleos obtidos por EFS
foram determinados: rendimento, perfil de acidos graxos e fendlicos totais, conforme os itens

2,5, 2.6 e 2.7, respectivamente. Posteriormente foram realizadas para os trés métodos de
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extracdo (EFS, Sox e BD) as analises de atividade antioxidante e analise termogravimétrica

descritas a seguir nos itens 2.10 e 2.11, respectivamente.

2.10. Atividade Antioxidante

A andlise da atividade antioxidante de 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
realizada de acordo com a metodologia adaptada de Brand-Williams et al. (1995). A solugéo
de DPPH (250 uM) foi preparada em acetato de etila, homogeneizada e mantida no escuro por
1 hora para permitir a formagdo de radicais livres. A amostra de dleo de semente uva foi
pesada e diluida em acetato de etila. Foram coletados 1000 puL da solugdo e adicionados em
um tubo de ensaio, ¢ em seguida, 3000 uL. de DPPH foram acrescentados. A leitura da
absorbéancia foi realizada, ap6s 30 min, em espectrofotdmetro UV-Vis (Lambda 25, Perkin
Elmer, EUA) a 517 nm. Para avaliar a atividade de eliminacdo de radicais, obteve-se a

porcentagem de inibicdo, de acordo com a equacdo de Mensor et al. (2001):
AA(%)= (Aa-Ab) x 100 + AC (2)

Onde: Aa= absorbancia da solucdo de DPPH sem adicdo de amostra; Ab= absorbancia
da mistura de solucdo de DPPH e amostra; Ac= absorbancia da solugdo em branco sem
DPPH.

2.11. Anélise Termogravimétrica

Curvas termogravimétricas (TGA) das amostras do 6leo de uva sem tratamento e com
pré-tratamento da melhor condicdo de sonicacdo. Cada amostra foi acondicionada em micro
cadinhos de platina, pré-pesada em balanca termométrica (Shimadzu, TGA 50 H, Brasil). As
condicBes de analise foram: massa de amostra, 11,5 mg; vazdo de gas nitrogénio de 50
mL/min; taxa de aquecimento de 10 °C/min; e faixa de temperatura de 25 a 600 °C
(FERREIRA et al., 2015). A analise foi realizada em atmosfera de nitrogénio pois a
degradacdo ocorrida € menor quando comparada a degradacdo em atmosfera de oxigénio. 1sso
ocorre, pois, 0 nitrogénio € um gas inerte que ndo reage com os triglicerideos sendo a perda de

massa relacionada somente com a degradacéo térmica (SOLIS-FUENTES et al., 2010).

2.12. Andlise Estatistica
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As determinacfes analiticas foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos
foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de

significancia (p > 0,05), usando o programa Statistica (Statsoft Inc., Tusla, USA) versao 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao das condicdes de pré-tratamento.
3.1.1. Rendimento dos 6leos obtidos por Soxhlet e Bligh e Dyer em diferentes condicGes de
pré-tratamento.

Na Figura 1, sdo apresentados os rendimentos dos 6leos obtidos pelos métodos de
extracdo: Soxhlet e Bligh e Dyer em diferentes condicbes tempo e temperatura, com

sonicacao constante.

(A) Soxhlet (B) [ IBligh Dyer

= abc
" 1

ab ab —L ab ap a.b
12 4 124 b b T a_b A | | in (8D 257
2 g P Taali sl

Yield (%)
Yield (%)

B | E2 | | |
O T . T T - T T - T ~ T . T T T
Control 10 30' 50 100 30 50 10 30 5 Control 10 30 50 10 30 50 10 30" 50
20°C 30°C 50 °C 20°C 30°C 50°C
Extracts Extracts

Figura 1- Resultado do rendimento do éleo de semente de uva por (A) Soxhlet e (B) Bligh e Dyer em
diferentes condigOes de tempo e temperatura com sonicagdo constante (50-60Hz). As barras
representam o erro padrdo. As diferencas significativas do 6leo para cada metodologia de extragao

(teste Tukey, p < 0,05) sdo indicadas por letras diferentes em cada figura

Conforme mostrado na Figura 1 (A), a extracdo por Sox apresentou valores de
rendimento do éleo variando entre 12-16%. Pode-se observar que o rendimento do 6leo de
semente de uva sofreu influéncia da temperatura e tempo de sonicacdo. A condicdo de 30:30
apresentou 0 maior resultado de rendimento do dleo, com incremento de aproximadamente
33% em comparagdo com a amostra sem tratamento por ultrassom (Sox: ST).
Comportamentos semelhantes em que o uso de ondas ultrassdnicas aumentou o rendimento do
6leo de semente de uva foi relatado por Da Porto et al., (2015) que obteve um incremento de

23%. Samaram et al. (2015) também relataram que o rendimento de extracdo do Oleo de
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semente de mamdo papaia aumentou significativamente com o tempo de extracdo e
temperatura utilizada na aplicagdo do ultrassom. Essa condi¢cdo 30:30 foi significativamente
diferente do controle e das amostras extraidas em temperatura de 20 °C. Porém, com exce¢do
da amostra 50:50, ndo apresentou diferenca significativa da extracfes em 50 °C.

Em processos de extracdo, o controle da temperatura é importante e pode contribuir
para a eficiéncia de extracdo (PALMA et al., 2013; CHEMAT et al., 2017). Nas extracoes
com pré-tratamento por ultrassom, isto pode ser explicado pelo fato de que o processo de
ultrassom aliado ao aumento da temperatura poderia facilitar a transferéncia de 6leo do pé de
sementes para 0 meio aquecido devido ao aumento no nimero de bolhas de cavitagdo que ird
permitir uma maior &rea de contato matriz-solvente. No entanto, é importante escolher uma
temperatura de extracdo de acordo com o composto alvo de extracdo, pois a temperatura
elevada pode afetar os compostos biologicamente ativos no 0leo que sdo termicamente
instaveis e/ou fotossensiveis. A otimizacdo do parametro de temperatura pode ser realizada
para obter o maior rendimento dos compostos alvo sem degradacdo, uma vez que este
parametro pode variar dependendo do tipo de produto (SAMARAM et al., 2015; CHEMAT et
al., 2017).

O rendimento da extracdo do 6leo obtido por BD (Figura 1B) com as sementes pré-
tratadas na condicdo 30°C e 30 min é significativamente maior (p <0,05) do que sem preé-
tratamento ultrassonico (BD:ST), com rendimento aumentado de 10% para aproximadamente
13%. O resultado obtido neste trabalho corrobora com um estudo de Araujo et al. (2013), que
observaram que o pré-tratamento com ultrassom e posterior extracao por BD resultou em uma
maior extracdo de lipidios de microalgas quando comparada como controle (sem ultrassom).
Para os Gleos obtidos com mesmas condicGes de temperatura, independentemente do tempo
de exposicdo ao ultrassom, ndo apresentaram diferencas significativas entre si em relacdo ao
rendimento do 6leo.

A tecnologia ultrassénica melhora em grande parte a eficiéncia de extracdo dentro de
um determinado tempo (ZHANG et al., 2017). A maior eficiéncia no rendimento encontrada
foi o periodo de 30 minutos, para ambas as metodologias, indicando que este tempo foi o
suficiente para o fendmeno da cavitacdo promovido pela aplicacdo do ultrassom, alcancando

em 30 minutos de sonicacdo o tempo 6timo de pré-tratamento.

Ao comparar 0s Oleos obtidos pelo pré-tratamento por ultrassom, em ambos 0sS
métodos de extracdo, com a amostra controle é possivel perceber a influéncia positiva do

ultrassom no rendimento. Este fator é principalmente associado com as rupturas na estrutura
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vegetal, promovendo a liberacdo de compostos que ndo estavam disponiveis anteriormente,
além de permitir uma maior eficiéncia na penetracdo do solvente na matriz sélida,
intensificando a transferéncia dos compostos (CHEMAT et al., 2017; PEREIRA et al., 2017).

3.1.2 Perfil de Acidos Graxos

A fracdo lipidica das sementes de uva foi composta principalmente por &cido linoléico
(C18: 2) (52,3-62,0%), palmitico (C16:0), (18,56-27,28%) estearico (C18:0) (8,77-13,65%),
oléico (C18:1) (4,49-7,48%) e linolénico (C18:3) (0,13-0,20%) que foram detectados em
todos as amostras dos 6leos, obtidos por Sox e BD (Dados ndo mostrados).

No estudo realizado por Fernandes et al. (2013) para o perfil de acidos graxos do 6leo
de semente de uva (Tinta Barroca) foi encontrado 60,4-65,4% e 8,0-9,0% para o &cido
linoléico e palmitico respectivamente. Em outros estudos, com sementes de diferentes
variedades de uvas, Freitas et al. (2013); Da Porto et al. (2015), Coelho et al. (2018)
encontraram 62,6- 69,1% e 6,55-9,81% (Herbemont e Isabel); 71,5-72,3% e 6,83-7,22%
(Raboso Piave); 64,5-67,3% e 7,53-8.13% (Portuguesa) de &cido linoléico e palmitico
respectivamente. Os resultados encontrados, neste estudo, para o &cido linoléico (52-62%)
estdo de acordo com os encontrados com os autores citados, que referem o &cido linoléico
como o0 mais abundante acido graxo no 6leo de semente de uva. No entanto, a quantidade
encontrada para o acido palmitico (18-27%), neste estudo, foi muito superior as encontrados
nos trabalhos citados. N&o foi encontrado na literatura estudos sobre o perfil de acidos graxos
de 6leo de uva da variedade Syrah, mas em estudo conduzido por este grupo de pesquisa
Amorim et al. (2016) encontrou para um produto a base de casca de uva Syrah, uma
concentracdo de acido palmitico de 26,37%.

Além dos acidos graxos principais, neste trabalho, outros &cidos graxos foram
identificados e quantificados, como: miristico (C14: 0), araquidico (C20: 0), behenico (C22:
0), palmitoleico (C16: 1) (Dados ndo mostrados). As Tabelas 2 e 3 apresentam 0 somatorio
dos 4cidos graxos saturados (AGS), Acidos Graxos Monoinsaturados (AGMI), Acidos Graxos
Poli-insaturados (AGPI), e a relacdo AGPI/AGS do 6leo de semente de uva obtido por Sox e
BD, respectivamente.

Ao considerar a classificacdo geral dos &cidos graxos obtidos para ambas as
metodologias (Tabela 2 e 3), verificou-se que o 6leo de semente de uva na sua composicdo
apresentou maior valor de acidos graxos poli-insaturados em todas as condi¢Ges de pré-

tratamento e também na amostra controle. Estes dados estdo de acordo com os resultados de
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outros trabalhos com 0Oleo de semente de uva, extraido por Sox (SABIR; UNVER; KARA,
2012; DA PORTO et al., 2013; MOHAMED et al, 2016) e extracdo a frio (LUTTERODT et
al. (2011); JORGE; SILVA, 2012) . Os resultados obtidos para a Sox:30-30 mostraram uma
diferenca significativa (p <0,05) na fracdo de &cidos graxos poli-insaturados em comparacao
com todas as amostras de 6leo obtidas nesta metodologia. Para BD, as condi¢des BD:30-30,
BD:30-10 e BD:20-50, ndo foram estatisticamente diferentes entre si quanto ao teor de AGPI,
mas foram significativamente maiores que as outras condicOes de extracao..

Ao comparar a condicdo 30:30 com amostra controle (ST), observa-se que 0 pré-
tratamento da semente influenciou positivamente na fragdo de acidos graxos essenciais
obtendo, por Sox, um aumento 6,69% e 27,33% para os acidos linol¢ico (®6) e linolénico
(®3), respectivamente. Para BD houve 3,97% no aumento do acido linoléico, e ndo
apresentou diferenca signficativa para o linolénico. Estes resultados pode ser atribuido aos
fendmenos de cavitagcdo que ajuda a penetragdo do solvente, no momento da extracdo. E
importante observar que durante o pré-tratamento a 30 °C e o tempo de sonicacdo 30 min
percebe-se que esta condi¢do induz a extracdo de maiores quantidades de AGPI no 6leo, no
entanto, ao aumentar a temperatura para 50 °C no mesmo tempo de sonicacdo, quantidade de
acido graxo € menor. 1sso pode indicar que o ajuste das variaveis durante pré-tratamento pode
influenciar na extracdo, permitindo o solvente alcancar os espacos da matriz que contém
solutos com maior facilidade, solubilizando uma maior quantidade e aumentando o
rendimento de alguns compostos (MARKON et al., 2007).

Os resultados de AGPI, para as melhores condigfes de extracdo, representam mais
de 60% do total de acidos graxos, confirmando a rica fonte de acidos graxos essenciais no

6leo da semente de uva.
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Tabela 2. Somatério dos Acidos Graxos do 6leo de semente de uva obtido por Soxhlet.

Amostra 2 AGS 2 AGMI 2 AGPI 2 wb I w3 AGPI/ AGS
Sox ST 34,54 + 0,28° 7,33 +0,16%° 57,84 + 0,462¢ 57,68 + 0,46 0,16 + 0,01°¢ 1,29
Sox 20-10 36,61 + 0,31° 7,13 + 0,046 56,21 + 0,35° 55,95 + 0,34° 0,16 + 0,07* 1,53
Sox 20-30 33,62 + 0,26% 6,83+ 0,15%¢ 59,493 + 0,15° 59,22 + 0,15° 0,17 0,01 1,76
Sox 20-50 33,03 + 0,05¢ 6,36 + 0,14°f 60,55 + 0,18° 60,28 +0,19" 0,18 + 0,01 1,83
Sox 30-10 34,16 + 0,19° 6,49 + 0,07° 59,29 + 0,178° 58,99 + 0,18° 0,19 + 0,07® 1,73
Sox 30-30 30,83 £ 0,13° 6,96 + 0,084 62,16 + 0,22 61,86 + 0,222 0,20 + 0,072 2,01
Sox 30-50 40,75 + 0,517 5,91 + 0,169 53,251 + 0,46f 53,03 + 0,47f 0,14 + 0,06% 1,30
Sox 50-10 33,61 +0,16™ 6,59 + 0,16%f 59,97 + 0,01 59,51 + 0,02 0,15 + 0,04“ 1,77
Sox 50-30 33,26 + 0,20¢ 6,71 + 0,03 59,88 + 0,20 59,71 + 0,20 0,17+ 0,06™ 1,80
Sox 50-50 34,28 +0,12° 7,61 +0,16 58,05 + 0,04¢ 57,80 + 0,03¢ 0,13 £ 0,43¢ 1,69

YAGS, soma dos acidos graxos saturados; XAGMI, soma dos acidos graxos monoinsaturados; XAGPI, soma dos acidos graxos poli-insaturados;

Ym3, soma dos acidos graxos o 3; X @6, soma dos acidos graxos o 6.

Média + desvio padrdo de analises (n=3). Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, nao apresentam diferencas significativas (p>0,05) pelo Teste Tuckey
a 95% de confianca.

Tabela 3. Somatério dos Acidos Graxos do 6leo de semente de uva obtido por Bligh e Dyer.

Amostra Z AGS Z AGMI Z AGPI Zwb6 Zw3 AGPI/ AGS
BD: ST 32,90 + 0,59 6,72 + 0,065 60,22 + 0,65° 60,109 + 0,10 0,163 £0,04® 1,83
BD: 20-10 31,00 £0,27% 6,60 +0,02¢° 62,24 £ 0,26 62,081 +0,26° 0,160 +0,01% 2,00
BD: 20-30 32,80 +0,30° 6,43 + 0,08 60,64 +0,37° 60,463 +0,38" 0,180 +0,01% 1,84
BD: 20-50 30,12 £0,14° 6,53 + 0,03 63,19 £0,17° 63,028 + 0,172 0,168 +0,01% 2,09
BD: 30-10 30,02 £ 0,24° 6,67+ 0,22° 63,16 +£0,11° 62,992+ 0,11° 0,170+ 0,001® 2,10
BD: 30-30 30,76 £ 0,22° 6,40 + 0,06 62,65 + 0,16 62,496 + 0,15 0,158 +0,00% 2,03
BD: 30-50 42,00 +0,14° 5,40 +0,01° 52,47 £ 0,14 52,324 +0,13" 0,146 +0,01° 1,24
BD: 50-10 35,37 £0,13° 4,55 +0,02° 59,97 +0,14° 59,772 +0,11° 0,201 +0,04° 1,69
BD: 50-30 32,86+ 0,31¢ 6,23 £0,12° 60,77 +0,18° 60,620 +0,17" 0,152 +0,01% 1,85
BD: 50-50 34,24 +£0,18° 7,06 £0,07° 58,54 £0,12° 58,348 + 0,15° 0,182 +0,02% 1,71

YAGS, soma dos acidos graxos saturados; ZAGMI, soma dos acidos graxos monoinsaturados; XAGPI, soma dos acidos graxos poli-insaturados;
>m3, soma dos acidos graxos o 3; X w6, soma dos acidos graxos o 6.

Média + desvio padrdo de andlises (n=3). Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, ndo apresentam diferencas significativas (p>0,05) pelo Teste Tuckey

a 95% de confianca.
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3.1.3. Determinag&o do Teor Fenolicos Totais

A determinagdo do Teor Fendlicos Totais (TFT), obtida a partir das amostras extraidas
sob diferentes condicdes de temperatura e tempo, com sonicacao (50-60Hz), esta apresentada
na Figura 2.

Ao observar a Figura 2A percebe-se que as condigdes que melhor favoreceram os teores
de compostos fenolicos foram: Sox 30:30, Sox 50:30 e Sox 50:50 que ndo foram
significativamente diferentes entre si, mas apresentaram maiores valores de fendlicos que as
demais condi¢des estudadas neste método de extracdo. Estas amostras apresentaram no 06leo
teores mais elevado (311, 255 e 297 % a mais para o 6leo extraido por Sox) que o controle
sem pré-tratamento, o que indica que o pré-tratamento por sonicacdo favoreceu a extracdo de
compostos fendlicos. Ao fazer a correlacdo entre o tempo de sonicacdo e o teor de fendlicos
totais, dos oOleos, obtidos por Sox, foi verificado que as temperaturas de 20 e 50 °C
apresentam uma boa correlagdo, com R? de 0,991 e 0,875 respectivamente. Um aumento no
conteddo fendlico dos Oleos foi percebido a medida que o tempo de sonicacdo aumenta
Contudo, para a temperatura de 30 °C esta boa correlagdo ndo foi percebida (R? = 0,061),
encontrando para esta temperatura o maior teor de fendlicos no tempo de 30 min. O néo
aumento do teor de fendlicos para Sox 30:50, pode estar relacionado ao fato que os fendlicos
localizados na particula da semente foram mais facilmente acessiveis ao solvente no tempo de
30 min.

Nos 6leos obtidos por BD (Figura 2B) verifica-se que a melhor condigdo foi BD:50-30
(452 mgEAG/100g de oOleo), sendo este valor significativamente diferente das outras
condicdes e apresentando um aumento de 234% no TFT quando comparado com a amostra
sem tratamento. Ainda se observa que, exceto amostra BD:20-50, houve aumento no teor de
fendlicos totais no 6leo entre todas as amostras que foram submetidas ao pré-tratamento com
ultrassom exercendo uma diferenca significativa ao comprar com a amostra controle (BD:
ST). Nas correlacdes entre TFT e temperatura, e TFT e tempo de sonicacdo tem-se a melhor
reposta para temperatura de 30°C (R?=0,908), e o tempo de sonicacio de 30 min (R?=0,946).
De acordo com os resultados mostrados na Figura 2 para os fendlicos totais extraidos por
ambas as metodologias, é possivel confirmar a eficiéncia do pré-tratamento com ultrassom
para aumentar a concentracdo de fendlicos totais no dleo. Alguns trabalhos relatados na

literatura utilizaram a extracdo assistida por ultrassom para recuperacao de fenolicos a partir
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de residuos da uva, alcangando altos rendimentos em periodos curtos de tempo (GONZALEZ-
CENTENO et al., 2015; DROSOU et al., 2015).
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Figura 2: Concentracdo de Fendlicos Totais em 6leo de semente de uva (A) Soxhlet e (B) Bligh Dyer
em diferentes tempos de exposicdo e temperatura, com sonicacdo constante (50-60Hz). As diferencas
significativas do 6leo para cada metodologia de extracdo (teste Tukey, p < 0,05) sdo indicadas por

letras diferentes em cada figura.

3.2 Comparacao entre as metodologias de extracao e pré-tratamento

3.2.1 Extracdo Supercritica do 6leo

A condicdo de 30°C e 30 minutos foi definida, por apresentarem um melhor
rendimento do 6leo, obtendo também um bom perfil de acidos graxos, especialmente para o
acido linoléico e um excelente teor de fendlicos totais, para conduzir os pré-tratamentos das
sementes para as extracdes por fluido supercritico. Embora para o TFT extraidos por BD na
condicdo 30:30 ndo tenha sido o resultado mais eficiente, o alto teor dos AGPI nessa
condicdo, bem como uma menor temperatura de tratamento e uma alta eficiéncia no
rendimento do Oleo, justificam a escolha desses parametros. Com o intuito de evidenciar o
efeito da aplicacdo do ultrassom na extracdo supercritica, foram realizadas extracdes do 6leo
de semente de uva utilizando diéxido de carbono como fluido extrator supercritico nas

condic@es de extracdo descrita na secdo 2.6.
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3.2.2. Rendimento dos O6leos obtidos por EFS com pré-tratamento por ultrassom e

comparacao com as metodologias Sox e BD.

Ao observar a Figura 3, verifica-se 0 aumento do rendimento do 6leo obtido pela EFS em
comparacgdo ao Gleo obtido sem o pré-tratamento da semente. Nestas condi¢des, o rendimento
da EFS foi de 12,3e 13,9 %, sem e com aplicacdo de ultrassom, respectivamente,
representando um incremento de aproximadamente 12,5%. Resultados semelhantes foram
reportados por Barrales et al, (2015), que obtiveram 13% de rendimento para EFS-CO:
(26MPA) assistida por ultrassom do 6leo de semente de maracuja. O aumento do rendimento
pode ser atribuido as altas taxas de extracdo alcancadas no processo de aplicacdo do
ultrassom, conforme ja mencionado anteriormente. A a¢cdo combinada de ultrassom e didxido
de carbono supercritico foi comprovadamente usada para melhorar a eficiéncia de extracao do
Oleo usando outras matrizes: oleo de alday (HU et al., 2007), antioxidantes de blackbarry
(REATEGUI et al.,2014), capsaicinoides de pimenta malagueta (SANTOS et al, 2015), 6leo
de semente de maracuja (BARRALES et al, 2015), éleo de semente maracuja doce
(PEREIRA et al., 2017).

Ao comparar todas as metodologias de extracao percebe-se influéncia positiva do preé-
tratamento com ultrassom nas sementes de uva, obtendo um aumento de 12,54; 20,31 e 32,01
% nos rendimentos dos 0leos obtidos por EFS, Sox e BD , respectivamente. Observa-se que 0
método Sox 30-30 é estatisticamente diferente (p<0,05) das condi¢bes Sox ST, EFS ST e BD
com e sem pré-tratamento. Contudo, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a EFS
com tratamento. Isso pode ser atribuido aos tempos de extragdo mais longos da extracdo por
Soxhlet, e uma maior seletividade na EFS. Além disso, 0s tempos de extracdo mais longos e a
proporcdo de solvente para sélido também ajudam a aumentar o rendimento (REATEGUI et
al., 2014).

A EFS apresenta a vantagem de ter reduzido o tempo de extracdo em 4,5h em
comparacdo com a extracdo por Sox, além de, permitir a utilizacdo de solventes ndo tdxicos,
como COy, e possibilitar uma extracdo a temperatura mais baixa, preservando 0os compostos
termolabeis do 6leo (MACHADO et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).
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Figura 3: % Rendimento dos 6leos de semente de uva para as Extracdes Supercritica (EFS), Soxhlet
(Sox) e Bligh Dyer (BD) da amostra controle (ST) e com pré-tratamento (30-30). As barras
representam o erro padrdo. As diferencas significativas do 6leo para cada metodologia de extracdo

(teste Tukey, p <0,05) sdo indicadas por letras diferentes na figura.

3.2.3. Teor de Fenolicos Totais e Atividade Antioxidante

O Teor de Fenolicos Total (TFT) dos 6leos de semente de uva por EFS, Sox e BD
estdo dispostos na Figura 4. Todas as amostras de 6leo com pré-tramento por ultrassom
apresentaram TFT significativamente maior que as amostra que ndo sofreram pré-tratamento,
apresentando um aumento de 184, 311 e 234 % para EFS, Sox e BD, respectivamente. Esses
resultados demonstram que o pré-tratamento com ultrassom foi um parametro significativo
em relacdo ao teor de fendlicos obtido. Os resultados obtidos estdo de acordo com Khan et al.,
2010; Virot et al., 2010; Gonzalez-Centeno et al., 2014 que relataram aumento no teor de
compostos fendlicos pelo efeito do ultrassom em comparacdo com a extracdo sem tratamento
atingindo 30% (extrato de casca de laranja); 1,2 % (bagaco de maga); 7% (extrato de uva).

Comparando as metodologias de extracao é perceptivel que houve influéncia negativa
da temperatura elevada no teor de fendlicos. Os 6leos obtidos por Sox obtiveram um menor
teor de fendlicos totais e um maior valor de CEsp, significativamente diferente das demais
condigdes de extracdo (Tabela 4). CEso € a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir
a concentracdo inicial do radical livre em 50%, de forma que, quanto maior o valor do CEsy,
menor a atividade antioxidante (MOHAMED et al.,2016). As extraces realizadas em
temperaturas mais baixas, EFS e BD, obtiveram TFT maior em comparagdo com soxhlet (com
e sem pré-tratamento). Técnicas como Sox podem resultar na degradagdo dos compostos

sensiveis ao calor, que sdo facilmente hidrolisados e oxidados, contribuindo para uma menor
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atividade antioxidante (BIMARK et al., 2012; HOGERVORST et al., 2017). Os resultados
estdo de acordo com os estudos conduzidos por Mohamed et al. (2016) que obtiveram um
amento de 13,2% (EAG/Kg 6leo) no TFT de 6leo de uva (variedade Pinot Noir) na EFS em
comparagdo com extraido por Sox. O teor de fendlicos obtidos em extratos de residuo
(semente e casca) de uva sdo superiores aos encontrados nos 6leos. Santos et al. (2011), Li et
al., (2011) encontraram nas sementes de uva grande teor de compostos fenolicos variando
entre 89,83 a 226 mg EAG/g de semente.
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Figura 4. Teor de Fenodlicos Totais dos 0leos obtidos por Extracfes Supercritica (EFS),
Soxhlet (sox) e Bligh Dyer (BD) para amostra controle (ST) e com pré-tratamento (30-30). As
diferencas significativas para cada metodologia de extracéo (teste Tukey, p < 0,05) sdo

indicadas por letras diferentes na figura.

Os valores encontrados para TFT com pré-tratamento da semente, neste trabalho
(136-349 mg EAG/100g 6leo), foram superiores aos encontrados por Mohamed et al. (2016) ;
Lutterodt et al. (2011) que encontraram 53 mg EAG/kg 6leo e 80 mg EAG/100g 6bleo, para
variedades Pinot Noir e Concoard, extraidas por EFS e prensagem a frio, respectivamente.
Segundo Mohamed et al. (2016) 6leos de semente de uva podem ser bastante pobres em
fendlicos. Isto deve-se a fraca solubilidade dos fendlicos na fraccdo lipidica e a ligacdo de
alguns acidos fendlicos a estrutura vegetal das sementes. Neste trabalho esse resultados foram
melhorados pela aplicacdo do ultrasson, conforme mencionado acima. Entretanto, outros
fatores podem influenciar a variacdo da concentracdo dos fendlicos totais no 6leo, entre eles a
variedade da uva, metodologia de extracdo que por sua vez pode modificar profundamente o
perfil fendlico dos extratos; fatores viticolas pela operagdo de prensagem o contato entre

procianidinas monoméricas como a epicatequina, enzima polifenoloxidase, induzem sua
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oxidacdo e polimerizacdo (Monrad et al.,2010); e fatores geoambientais (HOGERVORST et
al., 2017).

Compostos fendlicos sdo os metabdlitos secundarios mais importantes da uva com
propriedades antioxidantes (HOGERVORST et al., 2017). Rockenbach et al., (2011) e Jara-
Palacios et al. (2014) estudaram o teor compostos fendlicos e atividade antioxidante de
sementes e cascas de diferentes tipos de uvas brasileiras, e observaram que havia uma maior
concentracdo de compostos fendlicos nas sementes que na casca, para todas as variedades, e
também verificaram alta e significativa correlagdo entre atividade antioxidante e contetdo

fendlico total em amostras de bagaco de uva.

Tabela 4. Comparacdo do teor de fendlicos totais e atividade antioxidante e indices de UV
para Oleos de sementes de uva extraidos por Extracdo Supercritica (EFS), Soxhlet (Sox) e
Bligh e Dyer (BD), sem tratmento (ST) e com tratamento por ultrassom (30:30)

EFS:ST EFS:30-30 Sox: ST Sox:30-30 BD: ST BD:30-30

Fendlicos 148,56+ 32956+ 33,067 + 136,06+ 13506 + 349,42 +

(mg/100goes)  0,02° 0,08° 0,05° 0,04 0,03 0,005
CEso 56,69 + 54,96 + 13489+ 181,30+ 63,68 72,36 +
(mg/mL) 2,74° 5,68° 13, 02% 77,84 2,11 1,09

Média £ desvio padrdo de analises (n=3).
Valores que apresentam a mesma letra, numa mesma coluna, ndo apresentam diferencas significativas
(p>0,05) pelo Teste Tuckey a 95% de confianca.

A medida da atividade antioxidante apresentou faixa de concentracdo do CEso de
54,96 a 181,35 mg/mL (Tabela 4). Embora todos os éleos tenham demonstrado atividade
sequestradora do radical DPPH, os 6leos obtidos pela extracdo em Sox apresentaram maiores
valor de CEsp, demonstrando possuirem as menores atividades antioxidante. Os valores de
CEso para a amostra sem pré-tratamento de Sox e BD apresentaram menor valor quando
comparada a amostra pré-tratada, ndo observando efeito positivo do ultrassom no aumento da
atividade antioxidante. As concentracdes mais baixas necessarias para 50% de inibicdo do
DPPH foram obtidas pela EFS. Os extratos supercriticos apresentaram uma tendéncia de
aumento dos valores de atividade antioxidante e, consequente, reducdo dos valores CEso. Isto
pode ser explicado devido ndo somente a qualidade dos 6leos obtidos, que usando essa EFS
foi melhor, ja que menos impureza foi extraida devido a alta seletividade do processo, mas

também por estes éleos apresentarem um bom contetdo de compostos fendlicos que déo
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correlacdo positiva com o antioxidante do éleo (HASMIDA et al., 2014). N&o houve
diferenca significativa entre os dleos obtidos com e sem pré-tratamento da semente por EFS
com relagdo ao potencial antioxidante. E verificada um positiva correlagio entre o teor de
fendlicos totais e atividade antioxidante, especialmente na condicdo sem pré-tratamento, ( R*=
0,999) no qual é possivel observar que quanto maior o teor de fendlicos totais, menor é o
valor de CE50. Apesar dos 0leos estudados apresentarem quantidade de compostos fendlicos
estatisticamente diferentes entre amostras com e sem pré-tratamento, a efetividade
antioxidante entre os 6leos com e sem pré-tratamento ndo apresentou diferenca significativa,
como o observado na avaliacdo da CE50 pelo método DPPH. Isto pode ser devido ao de que
existem outras familias de compostos bioativos presentes nos 6leos que podem influenciar na
eliminacéo de radicais livres tais como carotenoides, tocoferois (vitamina E),entre outros, que
podem influenciar na atividade antioxidante (PELLEGRINI et al., 2007).

3.2.4. Perfis de acidos graxos obtidos por EFS e comparacéo com Sox e BD

A Tabela 5 apresenta os resultados da composicdo de acidos graxos para Oleo de
semente de uva obtido por EFS:ST (sem tratamento) e EFS: 30-30 (pré-tratamento) em
comparacdo com 0s acidos graxos obtidos por Sox e BD. Os principais acidos graxos
encontrados no 0leo de uva pela EFS foram o &cido linoléico, acido palmitico, acido estearico
e acido oléico. Os perfis de &cidos graxos obtidos nos diferentes métodos de extracdo foram
semelhantes, porém a analise estatistica mostrou diferencas significativas entre eles.
Observou-se um aumento de 0,98% , 1,80% e 4,05% acido graxo majoritario (acido linoléico)
extraido por EFS, Sox e BD respectivamente, quando comparado com a amostra ST. Os
resultados encontrados foram semelhantes aos relatados por Fiori et al. (2014) que referiram o
acido linoléico como o &cido graxo mais abundante em éleos de semente de uva.

Comparando as metodologias de extracdo é perceptivel que a porcentagem do acido
linoléico obtida por EFS é significativamente maior do que os obtidos por Soxhlet e BD sem
tratamento. Desta forma nota-se que a EFS é mais seletiva e favorece um bom rendimento do
acido linoléico, podendo até dispensar a etapa do pré-tratamento, uma vez que este ndo
apresentou diferenca significativa entre a amostra pré-tratada e sem tratamento. A EFS com o
uso do CO- favorece a obtencdo maior teores de acido linoléico, o tempo de processo é
bastante inferior, além do fato de que a tecnologia aplicada oferece condi¢des menos
agressivas aos compostos de interesse que poderiam sofrer degradacdes térmicas em
processos convencionais (BARRALES et al., 2015; BERES et al., 2017).
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A qualidade e digestibilidade dos 6leos sdo determinadas pela composicdo e
quantidade de acidos graxos insaturados, especialmente pelo teor de acidos graxos essenciais
(MOHAMED et al., 2016; PEREIRA et al., 2017). De acordo com o Codex Alimentarius
Commission (1999), o teor de acido linoléico em 6leos de sementes de uva é em média, 57-
78%, valor superior ao encontrado em Oleos tradicionalmente consumidos, como milho
(50%), soja (54%) e coco (46%). O alto contetdo de &cido linoléico em 6leos de semente de
uva é particularmente interessante uma vez que o acido linoléico € o principal acido graxo
dietético que regula o metabolismo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) prevenindo
doencas cardiovasculares (FREITAS et al., 2013; BERES et al., 2017). Os &cidos palmitico,
estearico e oléico foram encontrados em maior concentracdo na extracdo por Sox. Esta
variacao no teor de acidos graxos possivelmente esta relacionada a metodologia extracdo, uma
vez que por Sox:ST obteve a menor porcentagem de acidos graxos poli-insaturados,
contribuindo para um maior teor dos acidos graxos saturados e monoinsaturados
(LUTTERDOF et al., 2011). Os acidos Caprilico (C8:0), Caprico (C10:0) e Erucico (C22:1)
ndo foram detectados. Os &cidos Araquidico (C20:0), Behénico (C22:0), e Nervbnico (C24:1)
foram encontrados em fragdes minoritarias em todas as metodologias de extracdo (Dados ndo
mostrados). Os acidos Araquidico (C20:0), Behénico (C22:0), e Nervonico (C24:1) foram
encontrados em fragdes minoritarias em todas as metodologias de extracdo (Dados nédo
mostrados). De uma forma geral, a composicdo em &cidos graxos ndo foi expressivamente
afetada pelo método de extracdo e o ultrassom aliado a metodologia de extracdo contribui

para extrair maiores quantidades do &cido linoléico.
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Tabela 5. Perfil de Acidos Graxos majoritarios dos 6leos obtidos por EFS, Soxhlet e Bligh e Dyer

EFS Soxhlet Bligh Dyer

Acido graxo CO2 %50°C/ 50MPa n-hexano Cloroformio/Metanol

Nome Comum  CX,y! ST 30-30 ST 30-30 ST 30-30
Palmitoleicow? ~ C16:1  0,106+0,001%  0,007+0,001% 0,101 +0,003*° 0,099 +0,001%® 0,095+ 0,023° 0,088 + 0,005
Palmitico C16:0  21,08£0,068°  22,98+0,006° 24,469 +0,031% 20,723+0,152° 22,111+0,006® 20,386 + 0,334°
o- Linolénicow-3  C18:3 0,187 +0,007%® 0,194+0,004° 0,166+0,001°  0,205+0,007%  0,163+0,012° 0,158 +0,011°
Linoleico w-6 C18:2  61,841+0,04®  62,45+0,200° 57,682+046° 61,867 +0,222% 60,062 +0,120° 62,496 + 0,158°
Oleico w9 C18:1 6,328+0,111° 5643+0,007¢ 7,230+£0,17°  6,849+0,086° 66325+ 0,020°° 6,381 +0,123°
Esteérico C18:0 10,3126+ 0,038° 8,507+0,076 ¢ 11,043+00,20° 9,188+0,014° 10,258 +0,019° 9,519 + 0,082°
T AGS 31,523+ 0,189  31,374+0,060 34,549+0281 30,835+0,137 32,908 +0,590 30,738 + 0,220

T AGMI 6,433+0,068 5650+0,013  7,332+0,047  6947+0,084  6727+0,065 6,470+ 0,068

¥ AGPI 62,027 +0,08 62,844+0,06  57,848+0,236  62,072+0,219° 60,226+ 0,654 62,654 + 0,161

NOTA:! Cx:y, x = nimero de carbonos e y = nimero de duplas ligacdes.
Resultados expressos como média + desvio padrao.

ST (Sem Tratamento); 30-3 0 (pré-tratamento 30°C e 30 min.)
Letras diferentes na mesma linha para um mesmo acido graxo representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).



3.2.5. Estabilidade Térmica

O 6leo de semente de uva obtido por diferentes metodologias foi submetido a analise
térmica que indicou semelhanca no perfil de decomposicéo (Figura 5). Com a analise da curva
termogravimétrica (TGA) do 6leo de semente de uva foi verificado que estes apresentavam
estabilidade térmica até 370°C. A curva TGA (Figura 5A) da amostra revela que a
decomposicao térmica ocorreu em Unica etapa de perda de massa. O Unico pico na curva de
DTG (Figura 5B) indica que ocorreu apenas uma reacdo de degradacao entre as temperaturas
de 370 a 450°C.

O processo de decomposicdo térmica ocorreu na faixa de temperatura de 370 a 450°C
para todos o0s 6leos obtidos neste estudo. Este resultado é superior ao encontrado por Ontanon
et al. (2015) e Pereira et al. (2017) que obtiveram para o 6leo de semente de girassol, e 6leo
de semente de maracuja degradacao térmica iniciadas até 300 °C. A composi¢do de acidos
graxos de cada 0leo vegetal influencia diretamente na sua resisténcia a degradacédo. Os acidos
graxos monoinsaturados sao mais resistentes a oxidacdo e deterioracdo comparados com 0s
acidos graxos insaturados (MOSER, 2012). Apesar do 6leo de semente de uva ser altamente
insaturado, especialmente pelo teor do &cido linoléico, apresentou boa estabilidade térmica,
que pode ser atribuida a presenca de antioxidantes naturais como os tocoferois que podem
contribuir para protecdo dos acidos graxos mono e poli-insaturado, contra a oxidacéo. Isso
sugere que o Oleo de semente de uva pode ser usado em aplicacbes que exijam altas
temperaturas (ONTANON et al., 2015; FREITAS et al., 2013).
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Figura 5. Curvas de (A) TGA (B) DTG dos 6leos de semente de semente de uva para as

extraces supercritica (SFE), Soxhlet (Sox) e Bligh Dyer (BD) da amostra sem tratamento

(Control) e com pré-tratamento (30-30).
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4.0 Conclusdo

A semente de uva pode ser usada como matéria-prima para a extracdo de éleo, com
alto valor comercial, devido a grande quantidade de compostos fendlicos que permanecem
neste residuo industrial. A influéncia do ultrassom no pré-tratamento da semente de uva foi
avaliada, e a condicdo de 30°C e 30 min foi definida para conduzir o pré-tratamento da
semente antes da obtencdo do 6leo por extracdo supercritica. O pré-tratamento por ultrassom
influenciou positivamente contribuindo para aumentar o rendimento e teor de fendlicos totais
do 6leo, sem comprometer a sua qualidade. As extracdes por Sox apresentam um bom
rendimento do Oleo devido a temperatura de extracdo, no entanto as altas temperaturas
indicaram menor atividade antioxidante em comparacdo aos valores obtidos com EFS e BD.
A EFS ndo apresentou diferenca significativa para o acido linoléico obtido pelo 6leo com e
sem pré-tratamento da semente. A composicdo em &cidos graxos ndo foi expressivamente
afetada pelo método de extracdo. Além disso, a curva de TGA indicou que o 0leo obtido, para
todos os métodos de extracdo avaliados, apresenta alta estabilidade térmica, sofrendo
degradacdo em temperaturas acima de 370°C. Os resultados apresentados neste trabalho
indicam que o pre-tratamento por ultrassom com processos pode ser um meio viavel para
melhorar a eficiéncia das extracfes e obtencdo de compostos fendlicos em todos os métodos
de extracdo, destacando a EFS que além da boa eficiéncia ndo necessita utilizar solventes

organicos.
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RESUMO

A semente da uva é o subproduto de processamento de uva mais rico em vitamina E. Esse
estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do pré-tratamento com ultrassom no contetido
de vitamina E (expresso em a-tocoferol) no 6leo de semente de uva (var. Syrah) extraido por
Extragcdo com Fluido Supercritica (EFS), Soxhlet (Sox) e Bligh Dyer (BD). A Vitamina E foi
separada e analizada usando HPLC com detector UV. O pre-tratamento com ultrassom
influenciou positivamente as amostras obtidas por EFS e BD contribuindo com um aumento
de aproximadamente 56 ¢ 99 %, respectivamente, no teor de a-tocoferol em comparagdo com
a amostra sem tratamento. Este efeito positivo ndo foi observado na extracdo por Sox. O
método EFS foi o mais efeciente na extracdo do a-tocoferol, sendo este 3,6 e 5,7 vezes (EFS:
ST), e 11, 2 e 14,2 vezes (EFS:30-30) maiores em comparacdo as extragdes por Sox e BD
sem tratamento e com tratamento, respectivamente. A EFS pode ser crucial para a producao
de 6leo rico em vitamina E, componentes nutricionais benéficos para a saude.

Palavras-chave: a-tocoferol; VitisVinifera; Extracdo com Fluido Supercritico; Ultrassom

ABSTRACT

Grape seed is the grape processing by-product richest in vitamin E. The aim of this study was
to evaluate the influence of ultrasound as grape seed pretreatment on the vitamin E content
(expressed as a-tocopherol) in grape seed oil (var Syrah) extracted by Supercritical Fluid
Extraction (EFS), Soxhlet (Sox ) and Bligh Dyer (BD). Vitamin E was separated and analyzed
using HPLC with UV detector. The pre-treatment with ultrasound positively influenced the
samples obtained by EFS and BD contributing with an increase of approximately 56 and 99%,
respectively, in the a-tocopherol content in comparison with the sample without treatment.
This positive effect was not observed in Sox extraction. The EFS method was the most
effective in obtaining a-tocopherol, being 3.6 and 5.7 times (EFS: ST), and 11, 2 and 14.2
times (EFS: 30-30) higher in comparison to extractions by Sox and BD without treatment and
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treatment, respectively. The EFS may be crucial for the production of a rich Vitamin E oil
with beneficial nutritional components for health.

Keywords: a-tocoferol ; VitisVinifera; Supercritical Fluid Extraction.; Ultrasound

1. INTRODUCAO

Atualmente, tecnologias emergentes estdo atraindo cada vez mais interesse de varias
industrias devido ao seu potencial para recuperar compostos de alto valor agregado com
menor consumo de energia de forma eficaz e sustentavel (BARBA et al., 2016). A grande
quantidade de residuo gerado na producdo de vinhos (DUBA; FIORI et al., 2016;
MOHAMED et al., 2016), por exemplo, combinados com procedimentos de extragdo bem
desenhados e as tecnologias existentes levariam a recuperacdo de compostos de interesse de
alto valor agregado que poderiam ser utilizados dentro da cadeia alimentar como promotores
da salde (GALANAKIS, 2012; BERES et al., 2017; BARBA et al., 2016).

A semente da uva é o subproduto de processamento de uva mais rico em vitamina E,
composta por oito isoformas, com quatro tocoferdis (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e o-
tocoferol) e quatro tocotriendis (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-tocotrienol e &-tocotrienol)
(CAROCHO; FERREIRA, 2013; BARBA et al.,, 2016). Entre todas as isoformas, 0 a-
tocoferol € a mais potente em sua acdo antioxidante e abundante em sistemas bioldgicos,
onde protege os acidos graxos poli-insaturados da peroxidagdo, contribuindo assim para a
manutencdo da integridade e estabilidade de estruturas celulares (COHEN, 2014). Além disso,
impede a rancidez dos 6leos durante o armazenamento e pode ser usado como aditivo para
alimentos, e em produtos cosméticos (MELO et al., 2014; DUBA; FIORI et al., 2016). Na
area da saude, os a-tocoferdis sdo capazes de reduzir a oxidacdo da lipoproteina (FREITAS et
al., 2008) e os riscos de desordem relacionados a radicais livres, como cancer, catarata, bem
como isquemia e dano celular de reperfusdo (KAUL, 2001; SOTO et al., 2015).

O contetdo de Vitamina E observado em 0leos da semente de uva varia entre 1,0 a
53,06 mg de vitamina E/100 g de 6leo (FREITAS et al., 2008) concentracdo maior que 0S
encontrados no 6leo de Canola (17,5 mg/100g), 6leo de soja (8,2mg/100g) e menores que
valores encontrados no 6leo de Palma (83 mg/100g), sendo este Gltimo umas das fontes mais
ricas em Vitamina E (; FREITAS et al., 2008; BARBA et al., 2016).
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O rendimento e qualidade do dleo obtido de sementes de uvas depende da técnica de
extragdo, tipo de solvente e condicOes de operacdo empregadas. O hexano é o solvente mais
utilizado para a extracdo de déleos comestiveis, quando se emprega o método por Soxhlet,
devido a sua polaridade nula, elevado poder de solubilizagdo, por ser facil de separar do 6leo
no processo de recuperagdo do solvente e pela alta pureza (BRUM et al., 2009). O método de
extracdo a frio proposto por Bligh e Dyer que utiliza uma mistura binaria de solventes, é
também considerado um dos métodos de extragdo dominantes para a avaliagdo do teor de
lipidios (BRUM et al., 2009). Porém, estas técnicas tém como principais restricbes a
possibilidade de contaminagdes ambientais devido ao uso de grandes volumes de solventes
organicos, a extracdo de compostos indesejaveis (que pode diminuir o rendimento de
compostos de interesse e aumentar o custo de fracionamento), a necessidade de um pds-
processamento para remover o solvente e a possivel presenca de tracos de solvente no extrato,
reduzindo a qualidade do produto pela toxicidade destes solventes (BERES et al., 2017;
REATEGUI et al., 2014).

Por outro lado, a Extracdo por Fluido Supetcritico (EFS) tem atraido consideravel atencao
nos ultimos anos como uma alternativa promissora a extracdo convencional com solventes e
no processamento de alimentos (MACHADQO, et al., 2013; MOHAMED et al., 2013, DUBA;
FIORI, 2015). A EFS apresenta vantagens sobre as técnicas tradicionais, pois permite
empregar solventes de baixo impacto ambiental, utilizando normalmente o didxido de
carbono (CO.) supercritico como solvente, além de ser ideal para a extragdo de compostos
termicamente sensiveis. Embora a EFS seja muito eficiente, a aplicacdo do ultrassom
combianada a esta metodologia foi recentemente proposta como um mecanismo para
intensificar o processo e aumentar seu rendimento (REATEGUI et al., 2014; BARRALES et
al., 2015). A acdo combinada de ultrassom e EFS foi comprovadamente usada para melhorar
a eficiéncia de extracdo do 6leo de semente de maracuja (BARRALES et al., 2015) e 6leo de
semente maracuja doce (PEREIRA et al., 2017).

A aplicacdo do ultrassom é baseada na formacdo de ondas ultrassbnicas que sdo
capazes de promover a cavitacdo no meio, devido a ciclos de expansdo e compressdo de
bolhas (LUQUE- GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003). Tais ciclos podem levar a ruptura
das paredes celulares de um substrato vegetal, favorecendo a penetracdo do solvente e
proporcionando extracbes mais completas e com alta reprodutibilidade, caracterizada por
reducdo do uso de solvente orgénico, processamento simplificado e maior pureza do produto
final (METHEREL et al., 2009).
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Esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do pré-tratamento com ultrassom
no contetido de vitamina E (expresso em a-tocoferol) no 6leo de semente de uva (var. Syrah)

extraido por métodos diferentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material e Reagentes

Foram utilizados metanol e hexano (Merck, Darmstadt, Germany) e cloroférmio (Synth),
todos grau HPLC. O padrdo de a-tocoferol (CAS NUMBER 29362811) foi adquirido da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Utilizou-se filtros de membrana de
celulose regenerada de 0,45 um (SLCRO25NS, Millipore Co., Bedford, Massachusetts, EUA).

2.2. Sementes de uva

O residuo da producao de vinho da variedade Syrah foi doado por vinicolas do Vale
Submédio do S&o Francisco, Petrolina/Pe, Brasil. As sementes foram separadas manualmente
das cascas e posteriormente lavadas com agua destilada, secas por 20 horas em estufa de
circulacdo (40°C), embaladas a vacuo e mantidas em congelador a -18°C até o0 momento do

uso.

2.3. Pré-tratamento da sementes de uva

O pré-tratamento das sementes por ultrassom foi realizado em sonicador (50-60 Hz,
165W RMS — Quimis, Brasil), utilizando a temperatura de 30 °C e o tempo de 30 minutos,
conforme a metodologia descrita por Souza et al (2018). Apds o pré-tratamento com
ultrassom, as sementes foram moidas em triturador (Di Grano, Cadence, Brasil) e peneiradas
(Bertel, Tyler, Brasil) para se obter particulas de sementes com um diametro inferior a 0,5
mm. O po6 obtido das sementes foi usado para extracdo de Oleo por Extracdo com Fluido
Supercritico (EFS), extracdo por Soxhlet (Sox) e extracdo por Bligh e Dyer (BD). Para cada
método citado foi realizada uma extracdo de 6leo sem o pré-tratamento (ST) da amostra por
ultrassom, utilizada nesse estudo como controle. Todas as extracGes foram realizadas em

triplicata.

2.4. Extracdo com Fluido Supercritico

Para obtencdo do 6leo de semente de uva, foi usada a unidade piloto Supercritical
Fluid Extractor SFT- 110 (Supercritical Fluid Technologies, Inc.). Em cada experimento, a

celula de extracdo foi preenchida com 65 g de sementes moidas. As condigdes de extracdo
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foram: temperatura constante de 50 °C, pressdo de 50 MPa e vazéo de CO2 de 6 g/min, e com
duragéo de, aproximadamente, 90 minutos (DUBA; FIORI, 2015; MACHADO et al., 2015).
Os extratos foram coletados em vial e armazenados em condicdo de atmosfera inerte (N.) para
evitar degradacdo. Os extratos foram mantidos a -18°C até o momento do uso.

2.5. ExtragOes Soxhlet

Amostras de 10 g de sementes de uva moidas foram colocadas no cartucho de extragdo
e 0 baldo de extracdo foi preenchido com 150 mL de hexano. As extracdes foram realizadas
de acordo com o método adaptado por FIORI et al.(2014), com tempo total de extracdo de 6
horas. A recuperagdo do solvente foi feita em evaporador rotativo com temperatura do banho
de 40°C e velocidade de rotacdo de 30 rpm. Apos, os Oleos foram mantidos a -18°C até o

momento do uso.

2.6. Extracdo a Frio (Bligh & Dyer)

Foram pesadas aproximadamente 10 g de sementes de uva moidas em frasco
Erlenmeyer. A extracdo foi feita utilizando uma mistura de cloroformio, metanol e 4gua pelo
método de Bligh e Dyer, no qual a extracdo do Oleo é realizada a frio (BLIGH; DYER, 1959),

e 0s 6leos foram mantidos a -18°C até o momento do uso.

2.7. Analise de a-Tocoferol por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A solugdo estoque do padrao de a-tocoferol foi preparada em metanol (grau HPLC) na
concentracdo de 540 mg L. As analises de vitamina E (expressa em a-tocoferol) foram
executadas utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu,
equipado com uma unidade de bombeamento de solvente quaternaria (modelo LC-20AT),
um injetor automatico (SIL-20AHT), um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A),
desgaseificador (DGU-205), forno para coluna (CTO-20A) e uma interface controladora
(CBM-20A). A identificacdo do a-tocoferol foi realizada empregando-se uma coluna
NUCLEODUR® 100-5 C18 ec (150 x 4 mm ID; tamanho de particula de 5 um.) conectada a
uma pré-coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 Agilent (4.6 x 12.5mm).

Apos a otimizacdo do método (avaliada pela injecdo de uma solucdo contendo o
padrdo), as analises foram realizadas no modo isocratico (4 % do solvente A e 96 % do
solvente B), tendo como fase movel acido acético (solvente A) e acetonitrila (solvente B). A
temperatura do forno foi de 40°C e o tempo total de corrida de 9 minutos, sob um fluxo de 1,0

mL min? e um volume injetado de 20 pL. O comprimento de onda utilizado nas analises foi
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de 292 nm. O método de padronizacdo externa foi utilizado para a quantificacdo do a-
tocoferol em Gleo de sementes de uva. As curvas analiticas foram construidas por meio de
sucessivas diluicbes de uma solucdo intermediaria (25 mg L™) contendo o padrdo. Foi
utilizada a seguinte faixa de concentracdo: 0,5 a 15,0 mg L para o a-tocoferol, contendo
oito diferentes concentragdes, injetados em triplicata (R?=0,999). Além disso, por meio dos
parametros das curvas analiticas foram obtidos os limites de deteccdo e quantificacéo.

Para a determinacdo das concentracdes de vitamina E nas amostras de 6leo de sementes de
uva, a extragdo do a-tocoferol foi por meio de extracdo metandlica utilizando uma
concentracdo conhecida de 6leo conforme o método utilizado por Campenesi et al. (2000).
Apds a obtencdo dos extratos, os mesmos foram dissolvidos em metanol (2000 pg mL™). Os
resultados quantitativos foram expressos em mg de a-tocoferol por 100 g de 6leo. Todas as
amostras e padroes foram filtrados em membranas de celulose regenerada (0,45 pm)

antes da injecdo no sistema cromatografico.

2.8. Andlise Estatistica

As determinacOes analiticas foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos
foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de

significancia (p > 0,05), usando o programa Statistica (Statsoft Inc., Tusla, USA) versao 7.0.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o cromatograma de (A) padrdo de a-tocoferol e (B) Oleo de
semente de uva. A analise das amostras de 6leo por cromatografia liquida de fase reversa
(C18 RP-HPLC), sem etapas de saponificacdo ou derivatizacdo, permitiu a quantificacdo de

o-tocoferol em éleo de sementes de uva com boa seletividade e de forma direta.

AU
104292nm,4nn

(A)

— alfa-tocoferol

97



mAU
92nm,4nm

304 B

<
~alfa-tocoferol

\ . [
ava | \ /0 ~
\ ! — / \\\

PN \/ \

0,0 05 1,0 15 2,0 25 3.0 35 4,0 45 5,0 55 6,0 6,5 7.0 75 8,0 8,5 9,0 min

Figura 1. Cromatograma da solugio padréo de a-tocoferol (12,5 mg. L-) (A) e Oleo de
sementes de uva (b) obtido por HPLC-DAD, a 292 nm.

Os resultados referentes as analises de Vitamina E extraidas por EFS, Sox e BD, com
e sem pre-tratamento da semente de uva com ultrasom, estdo apresentados na Figura 2. Nesta
figura verifica-se que existe diferenca significativa (p<0,05) entre todas as amostras obtidas

com preé-tratamento, quando comparado a amostra sem tratamento.
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Figura 2. Concentracdo de a-tocoferol (mg/100 g de 6leo) obtida para o 6leo de sementes de uva
submetido a extragdes com fluido supercritico (ESC), Soxhlet (Sox) e Bligh Dyer (BD). Os dados
referem-se aos resultados para a amostra de 6leo sem pré-tratamento (ST) e com pré-tratamento
(30:30), usando ultrassom. As diferencas significativas do a-tocoferol para cada extracdo (teste Tukey,

p < 0,05) sdo indicadas por letras diferentes em cada figura.

Para as amostras obtidas por EFS e BD verifica-se que houve uma influéncia positiva
do ultrassom, contribuindo com um aumento de aproximadamente 56 e 99 %,
respectivamente, no teor de a-tocoferol em comparagdo com a amostra sem tratamento. Em
relacdo a amostra obtida por Sox, o ultrassom ndo influenciou nesta metodologia de forma a

aumentar os rendimentos do a-tocoferol em comparacdo & extragdo sem tratamento,
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conforme ocorreu pra EFS e BD, devido a a¢do do ultrassom colapsar as paredes vegetais ao
gerar bolhas cavitantes, permitindo assim a maior liberacdo de compostos alvo (CHEMAT et
al., 2017). Este efeito ndo foi observado, sugerindo que o ultrassom ndo foi determinante
nesta metodologia tanto quanto o tipo de solvente e temperatura.

Ao comparar as metologias de extracdo verifica-se que o teor de a-tocoferol foi
significativamente influenciado pelas métodode extracdo e pelo pré-tratamento. A extracdo
por Sox (30:30) apresentou concentra¢do de a-tocoferol semelhante aquela por BD (30:30).
Estatisticamente, os dados obtidos pelas duas extracdes citadas ndo apresentaram diferenca
significativa, e ambas apresentaram valores significativamente maior (p<0,05) que o obtido
para BD (ST). A extracdo por BD (ST) apresentou a menor eficiéncia de extracdo de a-
tocoferol (3,02 mg/100g) do Oleo sementes de uva, comparada as demais formas de extracéo.
A EFS, mostrou ser um método significativamente mais eficiente para extrair um 0leo rico em
a-tocoferol, em comparacdo com as extracGes por Sox e BD. Alem disso, a utilizacdo do
ultrassom, contribuiu para uma maior capacidade do método por EFS em extrair o a-
tocoferol, encontrando 68,16 mg/100 g de éleo.

A extracdo de EFS (ST) foi 3,6 e 5,7 vezes maiores que os valores obtidospor Sox e
BD sem tratamento, respectivamente. Quanto a EFS (30-30), apresentou-se 11,2 e 14,2 vezes
maiores no teor de a-tocoferol em comparacdo com &s extracdes por Sox e BD com pre-
tratamento, respecivamente.

Neste estudo, foram encontrados teores de a-tocoferol 188,2% (EFS: ST) e 253,5%
(EFS:30:30) maiores quando comparado com o melhor resultado reportado por Mohamed et
al. (2016), que obtiveram 17,2 mg a-tocoferol/100g de dleo de sementes de uva (variedade
Pinot Noir) extraido por EFS (50 MPa, 50 °C). Os valores de a-tocoferol encontrados por
Beveridge et al. (2005), 7,67- 30,9 mg de a-tocoferol/100g (EFS, 37 MPa, 65 °C) no 0leo
extraido de seis variedades de uva foram inferiores aos encontrados em nosso estudo. Esses
resultados sugerem que varios fatores influenciam a quantidade de a-Tocoferol, como a
variedade de uva usada para a extracdo de Oleo, a variacdo nas condicGes de extracdo
supercritica, o tamanho da particula e tempo de extracdo ( LUCAS et al., 2002; AGOSTINI et
al., 2012).

Os resultados de a-tocoferol obtidos nas extracfes por Soxhlet (7,0 e 11,8mg /100g de
6leo) e Bligh Dyer (3,0 e 6,0 mg/100g de 6leo) estdo de acordo com 0s reportados na
literatura. Sabir; Unverb; Karaa (2011) obtiveram na extracdo por Soxhlet do 6leo de semente

de 6 variedades de uva, obtendo teores deste composto variando entre 2,7 e 10,6 mg/100g de
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6leo. Boso et al. (2018) estudaram o contéudo de a-tocoferol em 3 variedades de uva
utilizando extrac&o a frio, e obtiveram resultados variando entre 2,9-5,5 mg/100g de 6leo.

O trabalho conduzido por Ge et al. (2002) para extracdo de a -tocoferol em germe de
trigo apresentou resultados superiores ao nosso, encontrando teores de 1336.2 ; 1275 e 586
mg de a- tocoferol/100 g de 6leo realizando extragdo por EFS-COz; Soxhet com hexano e
clorofomio e metanol, rescpectivamente

A variagdo dos resultados para o contetido de a-tocoferol nas sementes de uva, em
comparagdo com a literatura, pode ser explicada pelas variedades da uva, e a metodologia
empregada para a extracdo da Vitamina E. Segundo Lucas et al. (2002) a EFS pode se
apresentar como uma melhor resposta para a extracdo do a-tocoferol, devido ao ajustes
possiveis nesta metodologia. O tocoferol € recuperado preferencialmente da matriz natural
nos estagios iniciais de extracdo, sendo este obtido normalmente apds a primeira hora de
extragdo, sendo que a grande afinidade do alfa tocoferol ao CO,, tambem possibilita a
extracdo no inicio da SFE, sendo logo diluidos no 6leo extraido no decorrer do tempo da
extracdo (LUCAS et al., 2002; BARRALES et al., 2015). Na extracdo por Soxhlet o tempo
longo de extracdo e temperatura utilizada, pode contribuir pra diminuir o conteddo vitamina
E devido a extracdo competitiva de outros composto a temperatura mais alta. Em temperatura
mais altas, a extracao de vitamina E, deve competir com o composto que é facilmente extraido
a temperatura de extracdo mais alta como cadeia longa hidrocarboneto e &cido graxo de
cadeia longa (KING et al 1996; LUCAS et al., 2002). E importante destacar também que 0s a-
tocoferois sdo considerados altamente sensiveis a luz e ao ar (oxigénio) e séo reconhecidos
como sujeitos a perdas por esses efeitos durante a preparacdo da amostra (BEVERIDGE et al.,
2005; FREITAS et al., 2008).

A composicdo quimica do 6leo vegetal, e seu teor de vitamina E, também é
influenciada pelo genotipo, fatores climaticos, ambientais, local da producdo, condicdes de
crescimento e variedade, fatores ambientais durante a colheita e a estocagem pos-colheita,
aléem dos métodos agronémicos utilizados (AGOSTINI et al., 2012; BARRALES et al,,
2015).

4. CONCLUSAO

O método EFS foi o mais efeciente na extracdo da vitamina E no 6leo de sementes de
uva, principalmente, quando foi utilizado o ultrassom como pré-tratamento das amostras. O

ultrassom apresentou um efeito positivo para o aumento no teor de dleo de semente extraidos
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por EFS e BD que tiveram aumento de aproximadamente 56 e 99 %, respectivamente, no teor
de a-tocoferol em compara¢do com a amostra sem tratamento.

Os resultados aqui apresentados apoiam a conclusdo que a EFS é eficiente para
extragdo do a-tocoferol, e que a utilizacdo do pré-tratamento por ultrassom aumenta a sua
eficiéncia. A extracdo de EFS (ST) foi maior 3,6 e 5,7 vezes em comparagao as extragdes por
Sox e BD sem tratamento. A EFS (30-30) apresentou-se 11,2 e 14,2 vezes maiores maiores no
teor de a-tocoferol em comparacdo com a Sox e BD com pré-tratamento. A EFS pode ser
crucial para a producdo de 6leo rico em vitamina E, possuindo componentes nutricionais
benéficos para a saude, e a grande quantidade a-tocoferol é uma forma potencial de agregar
valor as sementes como um residuo do beneficiamento de uvas e abrir importantes aplicacbes

para o 0leo de sementes de uva.
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Capitulo V

Considerac0es Finais
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CONCLUSOES FINAIS

As sementes de uva presentes em residuos agroindustriais do Vale do Sdo Francisco,
PE/BA, podem ser usada como matéria-prima para a extracdo de 6leo, com alto valor
comercial, devido a grande quantidade de compostos fendlicos que permanecem nestes.

A influéncia do ultrassom no pré-tratamento da semente de uva foi avaliada, e a condicdo de
30°C e 30 min foi definida para conduzir o pré-tratamento.

O pré-tratamento por ultrassom influenciou positivamente contribuindo para aumentar o
rendimento e teor de fenolicos totais do Gleo, sem comprometer a sua qualidade. As
extracbes por Sox apresentam um bom rendimento do Oleo devido a temperatura de
extracdo, no entanto as altas temperaturas indicaram menor atividade antioxidante em

comparacdo aos valores obtidos com EFS e BD.

Os 0leos se mostraram ricos em acido linoléico (entre 57 e 62 %) e a composi¢cdo em acidos

graxos ndo foi expressivamente afetada pelo método de extragéo.

A curva de TGA indicou que o dleo obtido, para todos os metodos de extracdo avaliados,

apresenta alta estabilidade térmica, sofrendo degradacdo em temperaturas acima de 370°C.

O metodo EFS foi 0 mais efeciente na extracdo da vitamina E no 6leo de sementes de uva,
principalmente, quando foi utilizado o ultrassom como pré-tratamento das amostras. A EFS
(30-30) apresentou-se 11,2 ¢ 14,2 vezes maiores maiores no teor de a-tocoferol em

comparacdo coma Sox e BD com pré-tratamento.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que o pré-tratamento por ultrassom com
processos pode ser um meio viavel para melhorar a eficiéncia das extracdes e obtencao de
compostos fendlicos em todos os métodos de extracdo, desatacando a EFS que pode ser
crucial para a producdo de 6leo rico em vitamina E, além da boa eficiéncia e ndo necessita

utilizar solventes organicos
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ANEXO |

Experimental parameters selected for the analysis of grape seed oil by GC-MS.

Segments (min) Analyte lon quantification lon confirmation tr (min.)
(m/z) (m/z)

4,00 - 8,30 MethylOctanoate 158 - 5,322
MethylDecanoate 186 - 6,549
MethylLaurate 214 - 7,769
8,30-11,00 Methyl Tetradecanoate 242 - 9,507
11,00 — 14,00 MethylPalmitoleate 268 - 12,214
MethylPalmitate 270 - 12,581
14,00 — 16,20 MethylLinoleate 294 - 15,807
MethylLinolenate 292 261 15,914
cis-9-Oleic Methyl Ester 296 - 15,935
16,20 -17,00 MethylOctadecanoate 298 - 16,440
17,00 -22,00 MethylArachidate 326 - 20,253
MethylErucate 352 320 23,332
MethylDocosanoate 354 - 23,775
25,00 - 33,00 MethylLignocerate 382 - 26,999
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Fig. Chromatogram (SIM mode) of grape seed oil. Identification of the peaks: 1 Methyl Laurate (7.79 min); 2 Methyl Tetradecanoate (9.51); 3—Methyl
Palmitoleate (12.2 min); *4— Methyl Palmitate (12.5 min); *5— Methyl Linolenate (15.91 min); *6—Methyl Linoleate (15.8 min); *7— cis-9-Oleic Methy|
Ester (15.93 min); *8— Methyl Octadecanoate (16.4 min); 9—Methyl Arachidate (20,2) 9—Methyl Arachidate; 10—Methyl Docosanoate (23.7); 11—Methyl

Lignocerate (26.9).

* Samples Diluited 1:1000

11

Time (minutes)
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