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RESUMO

A crescente producgao de insumos ligada ao aumento do consumo humano implica em
uma preocupagao cada vez maior com a questdo ambiental e econémica, visto que
diversos subprodutos agroindustriais sdo gerados diariamente. Dessa forma, estudos
voltados para a utilizagdo e/ou aproveitamento destes materiais vém crescendo com
a finalidade de diminuir o custo econémico e os prejuizos ao meio ambiente. A uva
possui em sua composicado compostos fendlicos os quais podem atuar como
antioxidantes, o que direciona o interesse também para o estudo de seus subprodutos,
como o caule da uva. Estudos indicam que este elemento do fruto concentra grandes
quantidades de compostos fendlicos, podendo assim dele obter extratos com
compostos bioativos antioxidantes, o que ndo somente resultaria na agregagao de
valor ao material, como também na obtengdo de um extrato antioxidante natural, o
qual poderia vir a ser utilizado em substituicdo aos antioxidantes sintéticos. Esse
trabalho teve como objetivo a avaliagdo do processo de extragcdo de compostos
antioxidantes do caule da uva por extragao convencional sélido-liquido (maceragao)
assistida por ultrassom, com uso de solvente organico hidroalcodlico (agua e etanol),
com foco no estudo dos efeitos dos parametros operacionais para um melhor
aproveitamento na extragdo de compostos antioxidantes. Foi aplicado um
Delineamento Composto Central (DCC23) para avaliar o efeito dos paradmetros
operacionais (temperatura, proporgcao de etanol no solvente hidroalcdolico e amplitude
de poténcia do ultrassom) sobre a extragdo de compostos com atividade antioxidante.
Sendo assim, como variavel resposta do DCC23, os extratos foram avaliados quanto
ao teor de fendlicos totais (método Folin Ciocalteu) e potencial de atividade
antioxidante (método ABTS**). A partir dos resultados obtidos, identificou-se que para
o método ABTS, apenas a variavel propor¢ao de etanol no solvente demonstrou-se
significativa, com indicagao de uso no nivel superior. Ja para o método Folin Ciocalteu,
todas as variaveis estudadas foram significativas, gerando melhores resultados
guando utilizadas nos niveis superiores. Para ambos os métodos foi possivel gerar
modelos validos de obtencao da resposta de acordo com os parametros de extragcao
significativos. Concluiu-se que o caule da uva apresentou-se como fonte natural de
compostos antioxidantes, valorizando o seu aproveitamento ao invés do descarte e
também, com a analise do planejamento foi possivel concluir que, quanto aos
parametros operacionais investigados, a variavel temperatura, deve ser trabalhada no
nivel inferior, j& a amplitude de poténcia do ultrassom e a proporgédo de etanol no
solvente, no nivel superior, ja que ambas apresentaram efeitos positivos para os dois
métodos estudados, visando a extracdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante.

Palavras-chave: compostos bioativos; uva; subproduto.



ABSTRACT

The growing production of inputs linked to increased human consumption implies an
increasing concern with the environmental and economic issue, since several agro-
industrial by-products are generated daily. Thus, studies aimed at the use and/or
utilization of these materials have been growing with the purpose of reducing the
economic cost and the damage to the environment. The grape has in its composition
phenolic compounds that may act as antioxidants, which directs the interest also to the
study of its by-products, such as the grape stem. Studies indicate that this element of
the fruit concentrates large amounts of phenolic compounds, and that extracts with
antioxidant bioactive compounds can be obtained from it, which would not only result
in adding value to the material, but also in obtaining a natural antioxidant extract, which
could be used to replace synthetic antioxidants. This work aimed to evaluate the
extraction process of antioxidant compounds from grape stem by conventional solid-
liquid extraction (maceration) assisted by ultrasound, using organic hydroalcoholic
solvent (water and ethanol), focusing on the study of the effects of operational
parameters for a better use in the extraction of antioxidant compounds. A Central
Composite Design (DCC23) was applied to evaluate the effect of operational
parameters (temperature, proportion of ethanol in hydroalcoholic solvent and
ultrasound power amplitude) on the extraction of compounds with antioxidant activity.
Thus, as a DCC23 response variable, the extracts were evaluated for total phenolic
content (Folin Ciocalteu method) and antioxidant activity potential (ABTS-+ method).
From the results obtained, it was identified that for the ABTS method, only the variable
proportion of ethanol in the solvent proved to be significant, indicating its use at the
higher level. For the Folin Ciocalteu method, all variables studied were significant,
generating better results when used at higher levels. For both methods it was possible
to generate valid models to obtain the response according to the significant extraction
parameters. It was concluded that the grape stem presented itself as a natural source
of antioxidant compounds, valuing its use instead of disposal and also, with the
analysis of the planning it was possible to conclude that, as for the operational
parameters investigated, the variable temperature should be worked at the lower level,
while the amplitude of ultrasound power and the proportion of ethanol in the solvent,
at the higher level, since both presented positive effects for the two methods studied,
aiming at the extraction of phenolic compounds and antioxidant activity.

Keywords: bioactive compounds; grape; by-product.
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1 INTRODUGAO

A cadeia de abastecimento de alimentos inicia-se com a producédo de
alimentos do setor agricola, onde tanto a agricultura quanto a pecuaria produzem
residuos ou subprodutos que podem ser residuos organicos, residuos de alimentos
ou perda de alimentos (GIROTTO et al., 2015). Assim, compostos bioativos
relacionados a efeitos benéficos a saude de subprodutos podem ser explorados pelas
industrias alimenticia, agricola, cosmética ou farmacéutica (MISLATA, PUXEU e
FERRER-GALLEGO, 2020).

A viticultura, no Brasil, ocupa uma area de, aproximadamente, 75 mil hectares,
com vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais, até regides situadas muito
proximas ao equador. A producdo de uvas é da ordem de 1,7 milhdes de
toneladas/ano. Deste volume, cerca de 47% séo destinados ao processamento, para
a elaboracéao de vinhos, sucos e outros derivados, e 53% comercializado como uvas
de mesa (IBGE, 2022).

Estima-se que para cada litro de vinho produzido, um a varios litros de aguas
residuais sdo derivados. Por outro lado, a quantidade de residuo soélido resultante
dessa cadeia produtiva, que inclui bagaco e engaco, € igualmente impressionante,
chegando a 5 toneladas por ano para cada hectare cultivado (SPIGNO, MARINONI e
GARRIDO, 2017)

A uva além de suas caracteristicas fisico-quimicas, contém compostos
bioativos representados por nutrientes e nao nutrientes, entre os quais se destacam
os polifendis (XIA et al., 2010). O caule da uva, que representa uma fragao do residuo
total da uva gerado durante os processos, € um tecido que tem recebido relativamente
pouca atencgao, apesar de relatos recentes sobre sua composi¢cao polifendlica que
parece incorporar substancias nao encontradas em outros subprodutos (MAKRIS et
al., 2008).

Além disso, o destino dado a esses materiais, tal como é feito, causa um déficit
econdmico na cadeia produtiva, uma vez que muitos deles sao ricos em compostos
bioativos, alguns capazes de combater danos oxidativos causados por radicais livres,
como é o caso dos antioxidantes — substéncias de elevado valor comercial.
Produzidos como metabdlitos secundarios de plantas, os antioxidantes possuem larga
aplicacao, além de servirem como aditivos naturais em alimentos (BALASUNDRAM
et al., 2006).
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A otimizagdo de processos permite explorar varios fatores que podem
influenciar o processo de extragdo ao mesmo tempo, na busca da melhor eficiéncia
na obtengdo de um composto alvo (CAVALARO, FABRICIO e VIEIRA, 2020) tais
como os compostos bioativos fendlicos e antioxidantes.

Sendo assim, frente as consideracdes feitas acima, o trabalho teve como
objetivo o estudo dos parametros operacionais do processo de extragao por
maceracao assistida por ultrassom para obtencdo de compostos antioxidantes do
caule da uva.

Esse trabalho justificou-se pelo seu carater voltado a sustentabilidade, no que
se refere ndo somente ao fato de agregar valor ao caule da uva (subproduto do
processamento da uva), mas também no que se diz respeito a produgao de um extrato
antioxidante natural, seguro, que pode vir a ser investigado para uso em substituicéo

aos antioxidantes sintéticos.



12

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os parametros operacionais no processo de extracdo de compostos
antioxidantes do caule da uva por extragao convencional sélido-liquido (maceragao)

assistida por ultrassom, com uso de solvente organico hidroalcodlico (agua e etanol).

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a matéria prima quanto a sua umidade e percentual de geragao do
residuo;

¢ Avaliar o efeito das variaveis temperatura, propor¢ao de etanol/agua e amplitude
de poténcia do ultrassom no processo de extracdo, sobre as respostas de teor
de fendlicos totais (TFT) e potencial antioxidante (método ABTS**), pela
aplicagao de um Delineamento Composto Central:

e Determinar a partir dos resultados obtidos, as condigdes operacionais indicadas
para extracido de compostos antioxidantes do caule da uva;

e Avaliar a possiblidade de gerar modelos validos para o processo avaliado;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Geragao de subprodutos do processamento de alimentos

No ano de 2022, o agronegdcio brasileiro (insumos, agricultura, agroindustria
e distribuicdo) foi responsavel por 24,8% do produto interno bruto (PIB) nacional,
mesmo que 0s custos com insumos evoluiram a taxas superiores as de faturamento
auferido no periodo, especialmente nas atividades ligadas a agricultura (CEPEA,
2023).

Foi demonstrado por SCHNEIDER et al. (2012) que a geracao de residuos
em 2009 oriundos das agroindustrias associadas a agricultura, em culturas
temporarias e permanentes mais representativas em termos de area cultivada no
Brasil, foi de estimadamente 291 milhdes de toneladas de residuos.

Tanto a agricultura como as industrias de alimentos geram uma grande
quantidade de residuos e subprodutos (SANZ et al., 2021). Esses materiais podem
ser gerenciados e utilizados de forma mais eficiente e sustentavel, com foco no
desenvolvimento de novos produtos funcionais inovadores, naturais e de valor
agregado, como a atencdo que tem sido dada nos ultimos anos aos compostos
naturais e suas bioatividades associadas (FAUSTINO et al., 2019).

Essa valorizagao dos residuos agroindustriais como suportes nutricionais para
a producao de bioprodutos oferece uma alternativa de diversificagcao de produtos para
agricultores e para a agroindustria (SCHALCHLI et al., 2017), além de atender a
preocupagao com a limitacdo de recursos fdsseis, problemas ambientais e
sustentabilidade, juntamente com a preferéncia do consumidor por produtos naturais,
biodegradaveis e ambientalmente amigaveis (DIAZ; BLANDINO; CARO, 2018).

3.2 Uva e seus subprodutos

A uva (Vitis vinifera L.) € uma das culturas frutiferas mais importantes e
tradicionais do mundo, com producdes superiores a 74 milhdes de toneladas, a maior
parte (80,0%) destinada a produgdo de vinho (GOUVINHAS et al., 2018). A
composi¢cao nutricional das amostras de uva € bastante variavel, e depende da

variedade da uva, da origem da uva e das condi¢des de fertilizagdo (BLACKFORD et



14

al.,, 2021). Ela tem uma relevancia tradicional como alimentos saudaveis e frutas
promotoras da saude com base em seu alto teor de (poli) fendis bioativos, incluindo
flavan-3-ols, acidos hidroxicindmicos, flavondis, estilbenos, antocianinas (BARROS et
al., 2014).

Dentre os subprodutos do processamento da uva estdo a casca, semente e
caule. Estudos recentes tém fornecido informacgdes atualizadas sobre as quantidades
relevantes de fendlicos bioativos, presentes nos frutos da uva e seus subprodutos
(caules, bagacos e sementes), responsaveis por efeitos benéficos a saude humana,
reduzindo a incidéncia, prevaléncia e severidade de uma série de processos
fisiopatolégicos, conforme demonstrado em diversos estudos em vitro (DOMINGUEZ-
PERLES, MORENO E GARCIA-VIGUERA, 2018).

Ainda assim, pouca atencao tem sido dada especificamente aos caules das
uvas, que constituem a parte lenhosa dos cachos da uva e constituem um desperdicio
da industria vinicola (ANASTASIADI et al., 2012). O caule é o esqueleto do cacho ou
cacho da uva. A parte mais longa, o raquis (eixo principal), € ramificado com
pedunculos, e um pedicelo anexa cada baga de uva ao caule (Figura 1) (BLACKFORD
etal., 2021).

Figura 1. Cacho de uvas e morfologia do caule

raquis
pedinculo

pedicelo

Cachos de uva caule de uva

Fonte: adaptada de BLACKFORD et al. (2021)

Os caules da uva correspondem a quase 25% do total dos subprodutos
resultantes do processo de vinificagdo e producado da uva, sendo o material menos
caracterizado e ainda desvalorizado embora a sua composi¢cao quimica revele enorme

potencial como fonte de compostos naturais (DOMINGUEZ et al., 2016).



15

Uma estimativa quantitativa da composigao do caule da uva é apresentada na

Figura 2.

Figura 2. Composicao geral dos caules das uvas

Cinzas Ardcares soliveis
i H
) 1% dridos 1%
proteinas 1%
Sa.

Qutros
o

lignina
6%

celulose e

hermicelulose
B%

Fonte: adaptada de BLACKFORD et al. (2021)

3.2.1 Caule da uva

Segundo Ruiz moreno et al. (2015) os caules das uvas representam uma fonte
rica em compostos de alto valor agregado com alta atividade antioxidante e boas
propriedades antimicrobianas. Uma diminuigcdo no conteudo fendlico foi observada
durante o armazenamento dos caules; entretanto, esse conteudo, assim como as
atividades antioxidante e antimicrobiana, permanecem elevados apds mais de dois
meses de armazenamento (MATEO; MAICAS, 2015). Além disso, eles foram
explorados como uma fonte rica de fibra dietética de boa qualidade (GONZALES-
CENTENO et al., 2010).

Brenes et al. (2016) também destacam em seu estudo o uso potencial de
hastes de uva como uma fonte rica de antioxidantes naturais, principalmente com
base na determinagao de seus conteudos polifendlicos e flavonoides totais. Os caules
das uvas sao caracterizados por conterem quantidades notaveis de estilbenos,
comotrans-resveratrol e seus derivados. Esses fitoquimicos sdao permitidos como
ingredientes alimentares e apresentam importantes efeitos antioxidantes in vitro
(BARROS et al., 2014).
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Foi avaliado por Melo et al. (2016) que o raqui da uva, um dos componentes
do caule, se mostra eficaz em sistemas a base de lipidios coloidais, vistos como
protetores de lipidios insaturados em lipossomas ou contra a oxidagao de emulsdes
Oleo / agua. E que o alto teor de extratos fendlicos /uma proporgdo de -tocoferol
aumentou os efeitos sinérgicos. Além de demonstrar que o aproveitamento desses
residuos agroindustriais € viavel, visto que sdo abundantes como fonte de baixo custo

de antioxidantes naturais.

3.3 Otimizagao do processo de extragao

O caule da uva pode ser utilizado como substrato para a producédo de um
produto de alto valor agregado em diversas industrias (cosmética, alimenticia e / ou
farmacéutica), dando origem a uma producao agricola sustentavel (GOUVINHAS et
al., 2018). No entanto, para usar os antioxidantes extraidos do caule da uva nestas
areas supracitadas, € importante otimizar os processos de extracdo por meio de
solventes atoxicos e métodos escalonaveis (JIMENEZ-MORENO et al., 2019).

Foi demonstrado por Nieto et al. (2020) que a obteng¢ao de condigbes ideais
de extragdo por processo ecologicamente correto, resultaram na obtencdo de um
extrato com alto teor fendlico e notavel atividade antioxidante dos caules da uva
Merlot, permitido assim a reducdo do volume de solvente e tempo de extracdo em
comparagao com a extragdo solido-liquido convencional. Além de demonstrar que
esse subproduto € uma fonte interessante e subestimada de procianidinas e, em
menor escala, de estilbenos e derivados de flavondis.

A utilizacdo da ferramenta de planejamento fatorial em estudos que abordam
muitas variaveis, como € o caso de otimizacbes de componentes quimicos em
produtos naturais, € muito importante, pois torna possivel o planejamento e a
realizagao de uma quantidade reduzida de experimentos, 0 que economiza tempo e
recursos financeiros (SILVA et al., 2006).

Ainda, um método de extracdo otimizado torna possivel alcancar melhor
eficiéncia na obtengcdo de compostos de interesse (BOTH et al., 2014; CAVALARO;
FABRICIO; VIEIRA, 2020), como rendimento, pureza e atividade antioxidante.
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3.4 Extracao assistida por ultrassom

O ultrassom é uma tecnologia que tem como fundamento a aplicagédo de
ondas ultrassonicas, provocando um processo de cavitagcdo, formacao e colapso de
bolhas na parede celular de matérias, aumentando a taxa de extragdo de compostos
em curtos periodos (FLORES- JIMENEZ et al., 2019)

Por se tratar de uma onda mecanica, suas caracteristicas, como frequéncia,
comprimento de onda e amplitude, podem influenciar a cavitacédo acustica e, portanto,
a extragcado dos compostos de interesse, acarretando o interesse em otimizar todas
essas variaveis de processo para a melhor utilizagao de energia, tempo, matéria-prima
el/ou solvente (CHEMAT et al., 2017).

Romanini et al. (2021) demonstraram que o extrato obtido do bagaco de uva
por ultrassom apresentou maior capacidade antioxidante quando comparado ao
obtido por extragcado convencional. Portanto, nota-se eficiente a extragcdo de compostos
assistida por ultrassom em vegetais.

Tal rendimento esta relacionado ao sistema de cavitacdo que é produzido
pelas ondas ultrassOnicas, provocando cavidades, onde as superficies soélidas se
chocam com as microbolhas causadas pela cavitagdo, ocasionando a ruptura das
células vegetais, favorecendo a dispersdao do solvente para o nucleo da matriz
(SCHONS et al., 2017)

3.5 Antioxidantes

Os compostos bioativos (por exemplo, antioxidantes, polifendis, tocoferdis,
carotendides e vitaminas) naturalmente presentes nos alimentos sdo importantes para
a nutricdo humana (GALANAKIS, 2021). Quando esses compostos bioativos sao
incorporados a dieta alimentar, por meio de bases alimentares ou medicinais, podem
trazer beneficios a saude humana, desenvolvendo efeitos positivos na funcionalidade
do organismo (LEICHTWEIS et al., 2021).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecao dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua formagao. Os
antioxidantes s&o capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo

celular ou por fontes exégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos
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das proteinas, a dupla ligagao dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA,
evitando a formacédo de lesdes e perda da integridade celular (CAVALARI e
SANCHES, 2018).

Os antioxidantes naturais de materiais vegetais tém o potencial de ser
aplicados em sistemas alimentares como substitutos dos antioxidantes sintéticos
tradicionalmente usados (YIN et al., 2012). Hidroxitolueno butilado (BHT),
hidroxianisol butilado (BHA), butilhidroquinona terciaria (TBHQ) e galato de propila
(PG) tém sido usados pela industria de alimentos para prevenir os processos
oxidativos em alimentos ricos em lipidios, a fim de garantir os atributos sensoriais e
de qualidade nutricional de produtos alimentares sensiveis. Porém a utilizagao destes
antioxidantes, esta se tornando limitada ou até mesmo proibida em alguns paises,
devido as preocupacgdes sobre a sua toxicidade (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria prima

O fruto de estudo (Vitis Vinifera L.) foi adquirida em comércio local na cidade
de Medianeira-PR, e a variedade Benitaka foi escolhida entre as disponiveis no local

de aquisicéao.

4.2 Preparo da amostra

Os frutos foram higienizados em agua corrente, secos e pesados. O caule foi
separado de forma manual e pesado para determinagcdo da sua quantidade em
relagédo ao produto como todo. O caule foi submetido a secagem em estufa a vacuo
40°C = 1°C até peso constante e triturado em moinho de facas (SOLAB, SL31) com
peneira de 30 mesh. Por fim, a amostra foi acondicionada em embalagem plastica e

alocada em freezer comercial a -18°C + 1°C até o momento de sua utilizagao.

4.3 Estratégia experimental para o estudo do processo de extragao

Para a extragao dos compostos bioativos com potencial atividade antioxidante
do caule da uva, foi realizada uma extragéo sélido-liquido (maceragéo) assistida por
ultrassom. As variaveis independentes no processo de extracdo sao a temperatura
(20 a 75 °C), a proporgao de etanol no solvente hidroalcoolico (0 a 100%) e a
amplitude de poténcia do ultrassom (30 a 100%) (ElImasonic P 120H, 80 kHz), as quais
foram avaliadas pela aplicacdo de um Delineamento Composto Central (DCC23) (11
ensaios). As respostas avaliadas foram o teor de compostos fendlicos totais (TFT) e
o potencial antioxidante pelo método ABTSe+. O esquema de extracdo esta
apresentado na Figura 3, na qual € demonstrada a interagdo entre o banho

termostatizado (a), o béquer encamisado (b) e o ultrassom(c)
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Figura 3. Esquema de extragao

Saida de agua

(b)

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os niveis reais e codificados das variaveis estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Niveis reais e codificados das variaveis do DCC23

Variaveis/ Niveis -1 0 1
x13 (°C) 20 47,5 75
x2P (vIv) 0 50 100
x3® (%) 30 65 100

a Temperatura (°C); ® Proporgao de etanol (v/v); ¢ Amplitude de poténcia do ultrassom
(%)
Fonte: Autoria prépria (2023)

4.3.1 Conducao dos ensaios

Os ensaios de extragdo foram conduzidos segundo metodologia adaptada
descrita por Melo et al. (2015). Aliquotas de 50 mL de solvente em proporgdes de
etanol pré-estabelecidas (Tabela 1) foram adicionadas a 5,0 g de amostra. O processo
de extracgao foi conduzido por 60 min, com controle de temperatura (pré-estabelecidas
pelo DCC23) e assistida por ultrassom a diferentes amplitudes de poténcia (pré-
definidas também no DCC23), conforme apresentado na Tabela 1. Sequencialmente,
os extratos foram centrifugados a 5000 x g por 15 min e o sobrenadante foi filtrado
com auxilio de papel filtro quantitativo Jp 42 Faixa Azul Diametro: 11cm e analisado
quanto ao teor de fendlicos (método Folin-Ciocalteu) e potencial antioxidante (método
ABTS*).
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4.4 Determinagcao de compostos fendlicos e potencial antioxidante

O método Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinag¢ao do TFT dos extratos
de acordo com o procedimento descrito por Ainsworth e Gillespie (2007). Na auséncia
de luz e a temperatura ambiente, em tubos com 500 pyL de extrato diluido
(concentragao de 0,02 g/mL) foram adicionados 1,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu
20% e 4,0 mL de carbonato de sodio 700 mM. Alcool etilico foi utilizado em
substituicdo ao extrato no preparo do branco. Apds 2 horas de reagao a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida a 765 nm em espectrofotémetro
(Biospectro Sp-22). A partir de uma curva padréo preparada com acido galico (20 a
100 pg/mL) os resultados obtidos foram expressos em termos de equivalente de acido
galico (AG-Eq), mg AG-Eqg/g amostra.

A avaliagao do potencial antioxidante dos extratos pelo método ABTS** (2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina) -6-acido sulfénico) foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Re et al. (1999). Uma solugado aquosa do radical ABTS 7 mM
foi preparada a partir de solugcédo estoque de ABTS com persulfato de potassio (2,45
mM). Na auséncia de luz e a temperatura ambiente, a solugédo repousou por 12 a 16
horas. Em seguida, etanol foi adicionado a solu¢do até absorbancia de 0,700 + 0,020
a 734 nm. Em um tubo de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato diluido
(concentragao de 0,02 g/mL) e 5 mL de solugdo ABTS** e a absorbancia lida a 734
nm em espectrofotdbmetro (Biospectro Sp-22) apdés 6 minutos de reagdo. Para o
branco foram utilizados 50 uL de etanol ao invés do extrato. A atividade antioxidante
foi determinada a partir de uma curva padrao preparada para o Trolox e os resultados
expressos em termos de equivalente de Trolox (Trolox-Eq), umol Trolox-Eq/g amostra.

A porcentagem de inibicao foi determinada pela Equacéo (1).

Abs(734nm) gmosTRA

% de inibigio = 100 — (1 - )x 100 (1)

Abs(734nm)granco
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O caule da uva, apresentou uma representatividade de massa dentro do
cacho de apenas 0,92%, isto se da ao fato que a variedade escolhida apresenta frutos
maiores quando comparada a outras variedades. Porém considerando-se a produgao
anual apenas no Brasil, ha uma grande quantia para que se torne interessante o seu
reaproveitamento.

O teor de umidade encontrado no caule foi de 9,32%, semelhante ao
encontrado por Grillo et al. (2020), para a uva crus, 0 que demonstra que a secagem
do caule é viavel e econbmica, por sua baixa umidade.

A partir das curvas padrdes de acido galico e Trolox (Figuras 4 e 5), o TFT
dos extratos obtidos em diferentes condi¢des de extragao, bem como sua capacidade
de sequestro do radical ABTS, foram calculados e os valores de EAG e ET-ABTS
estao apresentados na Tabela 2, que representa a matriz dos ensaios realizados no
DCC23 com os valores reais e codificados das variaveis estudadas, bem como os

resultados obtidos.

Figura 4. Curva padrao de Acido Galico para o método Folin-Ciocalteau.

0,8
y =0,0072x + 0,0163

2 _
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0,6
0,5
0,4

0,3
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0,2
0,1

0
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Concentracdo de Acido Galico (mg/L)

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 5. Curva padrao de Trolox para método ABTSe+
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Tabela 2 — Matriz do DCC23 (valores reais e codificados) com as respostas dos
métodos FOLIN e ABTS

EAG * ET-ABTS *
ENSAIO X1 x2° X3° (mg AGI/g) (wmol Trolox/g)
1 -1(20) -1(0) -1(30) 19,97 + 0,94 9,40 0,78
2 1(75) -1(0) -1(30) 28,61 +1,07 15,40 + 0,64
3 -1(20) 1(100) -1(30) 31,3+ 2,57 78,20 +3,39
4 1(75) 1(100) -1(30) 44,19+ 0,42 68,20 + 2,10
5 -1(20) -1(0) 1(100) 23,88 + 1,04 27,40+ 1,23
6 1(75) -1(0) 1(100) 38,41+ 2,74 14,80 + 0,64
7 -1(20) 1(100) 1(100) 46,30 + 3,41 84,60 +2,01
8 1(75) 1(100) 1(100) 48,08 + 2,39 71,00 +1,67
9 0(47,5) 0(50) 0(65) 31,50 + 0,62 18,00 + 0,60
10 0(47,5) 0(50) 0(65) 31,72 + 0,87 18,20 +0,31
11 0(47,5) 0(50) 0(65) 31,25+ 0,72 16,80 + 0,60
)

* Média = erro padrao; @ Temperatura (°C
ultrassom (%).

; ® Proporgao de etanol v/v (%); ¢ Amplitude de Poténcia do

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Para o método ABTSe+ (Tabela 2) a concentracdo de compostos
antioxidantes variou entre 84,60 + 2,02 e 9,40 + 0,79 pymol Trolox-Eq/g amostra, nos
ensaios 7 e 1 respectivamente.

No ensaio 7 foi obtida a melhor resposta para atividade antioxidante (84,60 +
2,02 umol Trolox-Eq/g amostra), e esse valor foi superior ao encontrado por Ruiz
moreno et al. (2015), para extrato derivado dos engagos da variedade de uva Syrah,
cuja atividade antioxidante encontrada foi de 61,01 uMTrolox/g para condi¢cdes de
extracdo de temperatura de 75 °C, amplitude de ultrassom em 70% e com proporgao
de etanol 80 para 20 de agua no solvente, o que mostra que a variedade de uva
Benitaka apresenta-se como uma fonte promissora e natural de compostos
antioxidantes em seu subproduto (caule).

Para o método Folin-Ciocalteu (Tabela 2) houve uma variagdo da
concentracdo de compostos fendlicos, entre 48,08 + 2,39 (mg AG/g) e 19,97 + 0,94
(mg AG/g) (ensaios 7 e 1, respectivamente).

No ensaio 8 foi obtido o maior valor para TFT (48,08 + 2,39 mg AG/g), e esse
valor foi superior ao encontrado por Drevelegka e Goula (2020) para o bagago da uva
Agiorgitiko, que obteve um TFT de 34,37 + 0,87 mg AG/g em suas condi¢des ideais
de extracao (temperatura de extragdo de 56 °C, um nivel de amplitude de 34% e etanol
aquoso 53%). Valor este que também se mostrou superior ao encontrado por
Radojevic et al. (2022), que obtiveram, para extragdo por maceragao do caule de uva
tinta, um valor de 30,00 + 0,07 mg AG/g em seu extrato etandlico, o que refor¢a que
a variedade estudada, demonstra-se promissora quanto ao teor fendlico.

Com base nos resultados da Tabela 2 foi possivel determinar e avaliar os
efeitos das trés variaveis estudadas no processo de extragcao sobre as respostas de
cada um dos métodos investigados, os quais estdo apresentados na Tabela 3.

Para o método ABTS, a unica variavel com efeito significativo foi a proporgao
de etanol, sendo que este efeito foi positivo, ou seja, as maiores respostas foram
observadas quando se utilizou as maiores propor¢gdes de etanol dentro da faixa
estudada (0-100%), o que pode ser evidenciado pelos ensaios 3,7 e 8. Isto se da pelo
fato de que a polaridade do solvente extrator também tem grande influéncia sobre a
solubilidade de compostos com atividade antioxidante durante a extragao, sendo que
a utilizacdo de solventes hidroalcoolicos sdo os mais adequados para matrizes
alimenticias (GERKE, 2016).
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Tabela 3 - Efeito dos fatores estudados no DCC23 para os métodos ABTS++ e Folin-

Ciocalteu

ABTS Folin-Ciocalteu

Fatores (Mmol Trolox-Eq/g) (mg AG-Eq/qg)
Efeito paE(;:oéo caICL:Iado p-valor | Efeito paEggo caICljlado p-valor
Média 38,36 6,38 6,00 0,0038* 34,12 1,20 28,25 <0,0000*
X4 -7,55 14,98 -0,50 0,6408 9,44 2,83 3,33 0,0290*
X,P 58,75 14,98 3,92 0,0172* 14,76 2,83 5,21 0,0064*
X3C 6,65 14,98 0,44 0,6801 8,13 2,83 2,87 0,0453*
X1X2 -4,25 14,98 -0,28 0,7907 -2,14 2,83 -0,75 0,4920
X1X3 -5,55 14,98 -0,37 0,7298 -1,29 2,83 -0,45 0,6722
X2X3 -2,05 14,98 -0,13 0,8977 1,27 2,83 0,45 0,6754

Os efeitos sao apresentados em umol Trolox-Eq/g para o teste com ABTS e mg AG-Eq/g para o Folin-
Ciocalteu; * p<0,05; 2 x1: temperatura (°C); ® x2: Proporgao etanol v/v (%); ¢ x3: amplitude de frequéncia
do ultrassom.

Fonte: Autoria prépria (2023)

Ainda para o método ABTS (Tabela 3), a variavel temperatura ndo apresentou
efeito significativo (p > 0,05), porém ainda sim, observou-se um efeito negativo desse
parametro, o que indica que o uso de maiores temperaturas de extragao resulte em
menores respostas. Takikawa (2014) demonstrou em seu estudo que o tratamento
térmico em altas temperaturas, induz ao decréscimo na atividade sequestradora de

radicais, sendo responsavel para a degradagéo da atividade antioxidante.

A amplitude de poténcia do ultrassom também nado apresentou efeito
significativo sobre as respostas de atividade antioxidante obtidas pelo método ABTS,
embora este tenha sido positivo, o que indica que o uso de qualquer valor dentro da
faixa estudada resultou em valores estatisticamente semelhantes para a resposta (p
> 0,05).

Para a resposta obtida pelo método de Folin Ciocalteau, as trés variaveis
estudadas apresentaram efeitos positivos e significativos (p < 0,05), de modo que o
uso das variaveis nos niveis superiores dentro das faixas estudadas, resultou rem
teores de compostos fendlicos totais mais elevados, o que pode ser evidenciado no
ensaio 8.
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Foi demonstrado por Gambin (2020), que para a extracdo de compostos
fendlicos totais, a temperatura, concentracdo de etanol e poténcia de ultrassom
também exerceu diferenga significativa (p < 0,05) e apresentaram efeitos positivos nas

respostas do método Folin-Ciocalteu.

Ressalta-se que de forma geral, para ambos os métodos estudados, os
maiores resultados foram encontrados quando utilizado a maior proporgéo de etanol
no solvente, demonstrando que para a extragdo de compostos fendlicos do caule, é
necessaria a utilizacdo do solvente organico, o que proporciona maior atividade
antioxidante comprovada pelo método de ABTS, o que fica evidenciado nos ensaios
3, 4, 7 e 8. Segundo Ghitescu et al. (2015), o aumento da concentragao de etanol
acelera a transferéncia de massa entre o liquido e o sélido, proporcionando o aumento

de solubilidade dos compostos fendlicos.

Os modelos codificados de regressao para o método ABTS e para o método
Folin Ciocalteu estao apresentados nas Equagdes 2 e 3, respectivamente. No modelo
para a resposta do método ABTS foram mantidos os coeficientes de regressao das

trés variaveis estudadas, para melhor ajuste (R?).

Y1 =38,36 —3,77x; + 29,38 X, + 3,33 X3 (2)

Onde: Y1 — ABTS; x2 — Proporgéo de etanol v/iv(%)

Y,=34,12+ 4,72 X, + 7,38 x; + 4,07 X3 (3)

Onde: Y2 — FOLIN; x1 — Temperatura (°C); x2 — Proporcéo de etanol v/v (%); xs — Amplitude de
Poténcia do ultrassom (%)

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) estao apresentados na Tabela
4, de modo que ambos os modelos podem ser considerados validos para a obtencao
das superficies de resposta apresentadas nas Figuras 6 (método ABTS) e 7 (método
Folin Ciocalteu).
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Tabela 4 — Anova dos modelos gerados para as respostas de Folin-Ciocalteu e

ABTS+
ABTS™ FOLIN
For!te 9 © Regressédo  Residuos Total Regresséo Residuos Total
variagao
Sq? 7105,6 1902,4 9008,0 746,8 79,9 826,8
GL® 3 7 10,0 3 7 10
QmMme 2368,5 271,8 248,9 11,4
Fcalculado 8,7 21,8
p-valor 0,0092 0,00063
R2=79% R2=90%

a soma de quadrados; ® graus de liberdade; © quadrados médios

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 6 - Superficies de respostas (a) Temperatura versus Proporgao de etanol, (b) Temperatura versus Amplitude de poténcia de ultrasom e (c)
Amplitude de poténcia do ultrassom versus Proporgao de etanol, para o ABTS<+ (umol Trolox/g)

(a) (b) (c)

ABTS (Y1, ymol Trolox-Eq/g)
ABTS (Y1, ymol Trolox-Eqlg)

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 7 - Superficies de respostas (a) Temperatura versus Proporgao de etanol, (b) Temperatura versus Amplitude de poténcia de ultrassom e (c)
Amplitude de poténcia do ultrassom versus Propor¢ao de etanol para o Folin-Ciocalteu (mg AG-Eq/g)

Folin-Ciocalteu (Y2, mg AG/g)

(a) (b)

OO

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Por meio da analise da superficie de resposta (Figura 6) nota-se que dentro da
faixa investigada das variaveis independentes, as maiores respostas de atividade
antioxidante pelo método ABTS (pmol Trolox/g) encontram-se dentro de uma regiao
onde a proporgéao de etanol (v/v) esta entre 80 a 100, onde a temperatura ndo exerce
efeito significativo. Este fato comprova a baixa influéncia das temperaturas de
extracdo nas respostas obtidas pelo método, o que torna possivel operar o sistema
em condigdes de maior eficiéncia energética (temperatura baixa) e obter resultados

estatisticamente semelhantes para esta resposta.

Da mesma forma, é visto que a amplitude de poténcia de ultrassom, também tem
as maiores respostas para atividade antioxidante quando trabalhadas em seu nivel

superior, mesmo que a variavel ndo tenha se apresentado significativa (p>0,05).

Ja quando analisada a superficie de resposta das variaveis independentes
proporgao de etanol (v/v) versus temperatura (Figura 7 a), nota-se que dentro da faixa
investigada, as maiores respostas de TFT (mgAG/g) foram obtidas em uma regido em
que a proporcao de etanol (v/v) varia entre 80 a 100 e a temperatura entre 65 °C a 75
°C, ou nos niveis mais elevados. Neste caso, as variaveis independentes devem ser
trabalhadas dentro destas faixas, pois ambos os parédmetros foram significativos (p <

0,05) para o método estudado.

Similarmente, por meio da analise da superficie de resposta da variavel
independente poténcia de ultrassom versus temperatura (Figura 7 b) observa-se que
resultados mais expressivos de compostos fendlicos (mgAG/g) podem ser
encontrados em niveis maiores, ou seja, na faixa de poténcia de ultrassom (%) entre
80 a 100 e na faixa de temperatura de 65 °C a 75 °C. Caso ocorra a diminuicdo de
uma das variaveis independentes, o resultado de resposta sera inferior, pois séo

ambos parametros significativos (p < 0,05) para o método estudado.

Da mesma forma, através da analise da superficie de resposta, Figura 7 (c),
demonstra-se que ha uma faixa que gera melhores resultados, para a extragao de
compostos fendlicos para os ensaios do método Folin-Ciocalteu quando estudados os
parametros de proporgéao de etanol (v/v) entre 80 a 100 e de amplitude de poténcia
(%) de 80 a 100. Neste caso, é indicado trabalhar os parametros independentes dentro
destas faixas, pois sdo ambos parametros significativos (p < 0,05) para o método
estudado e, caso ocorra a diminuicdo desses valores recomendados,

consequentemente a resposta sera menor.
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A partir das superficies de resposta e analise dos efeitos das variaveis, verificou-
se que para o parametro de temperatura, pode-se trabalhar o nivel inferior, visando
reducdo de custos, porém, para a poténcia de ultrassom e proporgcdo de etanol no
solvente, deve-se trabalhar nos niveis superiores para a obtencdo de maiores

respostas de compostos fendlicos e com atividade antioxidante.
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6 CONCLUSAO

O caule da variedade Benitaka, apresentou baixa umidade em sua composicao,
como esperado, e também uma baixa representatividade dentro do cacho como um
todo, devido ao grande tamanho dos frutos nessa variedade de uva. Porém,
considerando a grande quantidade de consumo da uva, e assim, portanto, a grande

geracao de residuos, torna-se um material cujo reaproveitamento ¢é interessante.

Com base nas informagdes apresentadas nesse trabalho foi possivel avaliar o
processo de extragcdo de compostos fendlicos e com atividade antioxidante do caule
da uva, de forma a definir como os parametros operacionais investigados influenciam

na obtencio de tais compostos.

Concluiu-se que os parametros para melhor extragao de compostos fendlicos e
atividade antioxidante ocorreram com a utilizagdo de maior proporc¢ao de etanol (v/v),
maior amplitude de poténcia (%) e maior temperatura (°C) dentro das faixas

estudadas.

Ja para a atividade antioxidante pelo método ABTS, concluiu-se que a propor¢cao
de etanol (v/v) tem significAncia expressiva de aumento destes bioativos, com uso

indicado no nivel superior.

Com a analise, foi possivel indicar o melhor uso dos parametros operacionais
investigados, visando a obtencdo de um extrato tanto com maior teor de compostos
fendlicos como também de compostos antioxidantes, sendo eles: niveis superiores
para a proporcao de etanol no solvente e amplitude de poténcia, e nivel inferior para

a temperatura.

E por fim, para ambos os métodos foi possivel gerar modelos validos de

obtencao da resposta de acordo com os parametros de extragao significativos.
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