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RESUMO

A produgao de uvas € uma atividade que vem aumentando cada vez mais no Brasil e
no mundo, sendo grande parte das uvas destinadas a produc¢do de vinhos e sucos.
Com isso uma grande quantidade de residuos organicos é gerada, tais como o bagacgo
e as sementes, originando graves problemas econémicos e ambientais. Este trabalho
apresenta a proposta de dar um fim melhor a esse residuo, extraindo o 6leo das
sementes de uva, que pode ser utilizado como matéria-prima em diversos segmentos
industriais. O objetivo deste trabalho foi extrair o 6leo da semente de uva utilizando o
meétodo de extracdo a frio de Kates e o método de extracdo com solvente quente de
Soxhlet, utilizando os solventes hexano e acetato de etila e também a de mistura dos
solventes, bem como avaliar a atividade antioxidante pelo método ABTS. O método
de extracao de Soxhlet apresentou o maior rendimento de 6leo na condigao de mistura
dos solventes, com um rendimento médio de 15,72%, ja a extragcdo pelo método de
Kates apresentou um rendimento médio de 10,46 %. A melhor atividade antioxidante
pelo foi observada no éleo extraido pelo método a frio de Kates, com um resultado
médio de 6,58 umol de equivalente Trolax g -' e a menor atividade foi constatada no
Oleo extraido pelo método de Soxhlet no tempo de 8 horas cujo o valor foi 2,94 umol
equivalente ao Trolax g . Além disso, foi realizada uma analise do perfil de acidos
graxos onde pode-se constatar a presenga dos acidos graxos linoleico (72,26 %),
oleico (17,52 %), palmitico (7,21 %) e o estearico (3,36 %). Contudo, o método que
apresentou a melhor extragdo de oleo, obteve a menor atividade antioxidante, além
disso o d6leo extraido demonstrou ser uma boa fonte de de acido linoleico, um acido
graxo oméga-6, que é muito importante para a saude humana.

Palavras-chave: ABTS. Acidos graxos. Oleo bruto.



ABSTRACT

The production of grapes is an activity that is increasing in Brazil and in the world, most
of the grapes are destined to the production of wines and juices, generating a great
amount of organic residues that cause serious economic and environmental problems,
however there are few alternatives for the use of such waste. This work presents the
proposal to give a better end to this residue by extracting the oil from the grape seeds,
which can be used as raw material in several industrial segments. The objective of this
work was to extract the oil of the grape seed using the cold extraction method of Kates
and the method of hot solvent extraction of Soxhlet, using the hexane and ethyl acetate
solvents and the solvent mixing condition as well how to evaluate the antioxidant
activity by the ABTS method. The method of extraction of Soxhlet presented the
highest oil yield in the solvent mixing condition, with an average yield of 15.72%,
whereas extraction by the Kates method presented an average yield of 10.46%. The
best antioxidant activity was observed in the oil extracted by the cold method of Kates,
with an average result of 6.58 umol equivalent of Trolax g -' and the lowest activity was
recorded in the oil extracted by the Soxhlet method in the time of 8 hours being on
average 2.94 umol equivalent of Trolax g -'. In addition, an analysis of the fatty acid
profile was carried out, where one can find the presence of fatty acids how they linoleic
(72.26%), oleic (17.52%), palmitic (7.21%) and stearic acid 36%). However, the
method that presented the best oil extraction, obtained the lowest antioxidant activity,
in addition, the extracted oil proved to be a good source of linoleic acid, an omega-6
fatty acid, which is very important for human health.

Keywords: ABTS. Fatty acids. Crude oil.
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1 INTRODUGCAO

A vitivinicultura € uma atividade importante em todo o mundo e nas ultimas
décadas este setor tem sido valorizado por paises que ndo sao produtores
tradicionais. A viticultura brasileira ocupa, atualmente, area de 79.094 mil hectares
sendo que as regides Sul e Nordeste tem se destacado por sua alta produgdo que
passa de 2 milhdes de toneladas por ano. Na regiao Sul, o principal estado produtor
€ o Rio Grande do Sul (CAMARGO et. al. 2011; MELLO 2016).

A maior parte da uva colhida no pais é destinada a produgao de vinho ou suco
de uva (MELLO 2016). A quantidade de residuos organicos gerados pelas industrias
de sucos e vinhos apresentam graves problemas de armazenamento, transformacao,
ou de eliminagdo, em termos econémicos e ambientais, havendo ainda poucas
alternativas para a utilizacdo desses residuos, a sua reutilizacdo poderia ser um
grande avango na manutencdo do equilibrio ambiental. Nos dias atuais existe um
interesse crescente na exploragao dos residuos gerados pela industria do vinho que
na maioria das vezes sao somente descartados (ROCKENBACH 2008). A produgéao
do 6leo da semente de uva € uma boa alternativa de uso para o residuo gerado pela
industria vinicola. Este 6leo € de boa qualidade podendo ser utilizado como matéria
prima na industria de alimentos, cosméticos e tintas (FREITAS, 2007).

Nas ultimas décadas estudos tém sido realizados para a extragao e analise de
Oleo. Estes trabalhos demonstraram que os acidos graxos presentes no oleo de
sementes de uvas sao compostos em grande parte por acido linoleico, acido oleico,
acido palmitico e o estearico (ROCKENBACH, 2010) que s&o responsaveis pela
regeneragao e manutencgao do tecido cutaneo. Devido a esses acidos graxos, o Oleo

da semente de uva pode agir aumentando os niveis plasmaticos da lipoproteina de
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alta densidade (HDL-C) e diminuindo a lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), um
efeito que acaba minimizando os riscos de doengas vasculares e ajudando na
prevencao da hipertensao previne a hipertensao, obesidade e fortalecendo o sistema
imunoldgico, sendo um excelente aliado nas dietas. (LEHNINGER, 2007).
Baseando-se nisso, este estudo apresentou uma proposta de estudo da
extragao do 6leo da semente da uva pelos métodos com solvente a quente por Soxhlet
(1879) e a frio por Kates (1972), buscando determinar qual o método € mais eficiente
para a extracdo do oOleo deste tipo de semente, tendo em vista que além de
reaproveitar o residuo dando um destino mais nobre, pode ser uma alternativa
rentavel para a industria vinicola. Além disso, foi avaliado antioxidante dos 6leos
extraidos por ambos os métodos, e que devido a presenga de substancias bioativas

possa ser potencialmente utilizado na industria de alimentos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Extrair o 6leo de sementes de uva bordé (Vitis labrusca) por diferentes métodos

e posteriormente avaliar a atividade antioxidante do 6leo extraido.

1.1.2 Objetivos especificos

Extrair o 6leo das sementes de uva da espécie Vitis labrusca que passaram
pelo processo de fermentacdo, utilizando os métodos com solvente a quente de
Soxhlet (1879), e com solvente a frio de Kates (1972).

Avaliar a atividade antioxidante dos oOleos extraidos pelo método ABTS e
realizar a comparagao da atividade antioxidante entre os diferentes métodos de

extragao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Uva

A videira € uma das mais antigas plantas cultivadas pelo homem. Ela surgiu a
milhdes de anos antes mesmo do aparecimento do homem, segundo pesquisadores,
provavelmente na atual Groenlandia. A partir dai as videiras primitivas se dispersaram
principalmente para as regides da américo-asiatica e eurasiatica (SATO, 2000).

A uva possui em sua composigao quimica a presenca de antioxidantes naturais,
tais como os polifendis, sendo estes os principais compostos fendlicos presentes na
fruta, possui também a presenga de flavonoides, de estilbenos (resveratrol), dos
acidos fendlicos e uma variedade de taninos (PIRES, 2010). A composi¢ao destas
substancias é influenciada pela variedade da uva, pelas condi¢des climaticas, regiao
geografica onde é plantada e pela vinicultura utilizada. Além disso esses compostos
fendlicos tém diversos efeitos positivos para a saude humana (FLAMINI et al, 2013).

Um dos compostos fendlicos mais importantes na uva € o resveratrol, que &
encontrado na casca da uva e apresenta uma grande atividade bioldgica, possuindo
acao comprovada em casos de doencgas do coragao e contribuindo para a diminuicéo
dos niveis de colesterol (LDL), apresenta também agao anticancer, na qual ele é capaz
de reter a multiplicagdo das células, evitando que células malignas se espalhem
formando tumores (MORAIS et al. 2010; FLAMINI, 2013).

A vitivinicultura € economicamente importante no mundo globalizado e nas
ultimas décadas este setor tem sido valorizado por paises que ndo sao tradicionais
produtores. De acordo com a Organizagao Mundial da Vinha e do Vinho a area
mundial de uvas em 2016 foi de 7,5 milhdes de hectares com uma producado de 7,8

milhdes de toneladas de uva em todo o mundo (OIV, 2017).

No Brasil, duas regides se destacam na produgao de uva, sendo a regiao sul
com destaque para o estado do Rio Grande do Sul por contribuir, em média, com 777

milhdes de quilos de uva por ano e a regidao nordeste do Brasil com os polos de frutas
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de Petrolina em Pernambuco e de Juazeiro na Bahia, que sao responsaveis por 95%
das exportagdes nacionais de uvas finas de mesa (BRASIL, 2015).

O consumo de uva de mesa no Brasil esta concentrado basicamente na regido
Sudeste, que consome aproximadamente 46% da oferta nacional, tendo Sao Paulo
como o principal consumidor, enquanto a regido Nordeste responde por apenas 23,7
% (EMBRAPA, 2015).

De acordo com os dados estatisticos do IBGE, em 2015 o suco de uva
apresentou um aumento na producao de 9,63% com relacdo ao ano de 2014, sendo
que o maior aumento foi no suco de uva integral, cerca de 20,54%. A producéo de
suco concentrado também aumentou em 6,79% com relagdo a 2014. E importante
ressaltar também o aumento da producado de mosto simples em 75,24%. Este pode
ser utilizado tanto para producéo de vinhos quanto para a produg¢ao de sucos e outros
derivados (MELLO, 2016).

2.2 Acidos graxos

Os lipidios biolégicos sdo compostos quimicamente diferentes uns dos outros,
mas tem uma insolubilidade em agua que é comum entre todos eles. Suas fungdes
bioldgicas sao tdo importantes quanto as suas caracteristicas. Gorduras e 6leos sao
fontes importantes de armazenamento de energia em muitos organismos vivos e sao
derivados dos acidos graxos. Eles sdo derivados de hidrocarbonetos e possui o
mesmo estado oxidativo dos hidrocarbonetos de origem féssil, o que significa que eles
s&o altamente reduzidos (AOCS, 1990).

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos com cadeias que variam de 4 a 36
atomos de carbono. Em alguns destes acidos graxos, a cadeia nao possui nenhuma
ligacdo dupla, sendo chamada de cadeia saturada. Ja as cadeias insaturadas
apresentam uma ou mais ligagdes duplas. A nomenclatura dos acidos graxos €
simples e se da pelo numero de atomos de carbono presentes na cadeia e pelo
numero de ligagdes duplas. Em sua maior ocorréncia na natureza, os acidos graxos
apresentam um numero par de atomos de carbono (AOCS, 1990).

Alguns acidos graxos s&o essenciais para a saude humana, especialmente os
acidos graxos linoleico, linolénico e oleico ndo sdo sintetizados naturalmente e
precisam ser ingeridos através da dieta, encontrando-se principalmente na
composicao de células vegetais (Specher, 1981). As estruturas quimicas desses

acidos graxos estao dispostas na figura 1.
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Figura 1 - Estrutura dos acidos graxos das familias w-3, w-6 e w-9

HqC COOH
eV VEVE VY
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Acido linol&co

18:3 -6 VV ANV VVA
|-|3|: COOH

Acido oléico

Fonte: GAROFOLO E PETRILLI, 2006.

Em quase todos os acidos graxos que ocorrem de forma natural, as ligacoes
duplas, apresentam-se na forma cis, entretanto, a hidrogenacao ou fermentacao
provocam a configuracao frans. Dietas ricas nesses acidos graxos ajudam a diminuir
0s niveis plasmaticos da LDL (lipoproteina de baixa densidade) na corrente
sanguinea, fazendo com que aumente os niveis plasmaticos de HDL (lipoproteina de
alta densidade) (LEHNINGER, 2006).

2.3 Oleo de semente de uva

Oleos sdo as matérias primas de produtos agregados que se tornam
ingredientes essenciais em produtos alimenticios utilizados no processamento de
alimentos. Atualmente as maiores fontes de 6leo vegetal sdo as sementes de plantas
como soja, carogo de algodao, amendoim, girassol, milho, canola, entre outras. O
conteudo de 6leo de vegetais oleaginosos varia de 3 a 70 % do peso total. O 6leo de
semente de uva é produzido a partir das sementes obtidas do residuo da industria
vinicola, podendo ser um possivel produto de valor agregado (LUTTERODT et al.,
2011).

O dleo das sementes de uva tem apresentado um aumento da producgao
industrial devido ao surgimento de uma demanda nos setores farmacéutico e de
alimentos. Isso se deve aos possiveis beneficios que o 6leo de semente de uva

oferece a saude humana devido ao seu alto teor de acidos graxos insaturados e de
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compostos antioxidantes (PRASAIN et al., 2009). De acordo com os autores MENDES
e ARAUJO, (2006) a quantidade de 6leo presente na semente de uva é influenciada

pela da variedade e pela safra, estando entre 10 a 16 % da massa seca das sementes.

Os acidos graxos encontrados em maior quantidade no éleo de semente de
uva sao o linoleico (18:2n-6) entre 51 a 60 %, o oleico (18:1n-9) 9 a 16%, o palmitico
(16:0) 6 a 8 % e o estearico (18:0) 3 a 4 %. A composicao em acidos graxos do Oleo
das sementes de uva é similar a de 6leos como acafrao, girassol, soja, milho e
semente de algodao (ROCKENBACH et al, 2010).

A presenca de alguns compostos bioativos nesse 6leo, tais como polifendis o
torna resistente a oxidacédo (RIBEIRO; MANFROI, 2010). Além disso alguns estudos
relatam, que proantocianidinas presentes no 6leo, podem inibir a metastases em

células carcinogénicas, prevenindo o cancer de mama e célon (LUTHER et al., 2007).

O dleo de semente de uva também pode ser usado para o tratamento de pele
seca e protecao antienvelhecimento, além disso o éleo ajuda a balancear o pH da
pele, e a combater irritacdes (MENDES e ARAUJO, 2006).

2.4 Extracao por Soxhlet

Os processos recentes de extracado de 6leos a base de solventes consistem na
extracdo por sucessivas lavagens com solventes organicos como hexano e éter de
petroleo. Apesar de existirem estudos de extragdo de oleo de sementes com éter de
petréleo, o solvente mais utilizado é o hexano, sendo este um hidrocarboneto derivado
do petréleo, miscivel com o 6leo e imiscivel com a agua. Em um extrator de Soxhlet,
o solvente é aquecido até ao seu ponto de ebuligdo, gerando vapores que sobem até
ao condensador, onde o vapor sofre condensagdo, caindo gota a gota sobre o
cartucho de celulose que contém a amostra. A solubilizagao do 6leo no solvente ocorre
por dissolugao pelo contato entre as células vegetais destruidas durante a redugao de
dimensdes ou por difusdo, onde o Oleo atravessa lentamente as paredes
semipermeaveis das células intactas para o meio liquido. Quando o nivel de liquido
que contém o material extraido atinge o mesmo nivel do topo do sifao, é escoado até
ao balao de extracéo, onde se encontrava o solvente inicial. No final do processo, o
material extraido é recuperado pela remogéo do solvente por evaporagdo (SOUSA,
2012).
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2.5 Extragao por Kates

Esse método surgiu como uma adaptagao ao metodo proposto por Bligh e Dyer
(1959) de extragao lipidica a frio utilizando os solventes metanol-cloroférmio na razao
2:1 vlv, sendo este desenvolvido por Kates (1972) para tecidos vegetais, como raizes,
folhas e sementes, devido a grande quantidade de enzimas degradativas presentes.

Nesse método é necessario determinar o teor de umidade, pois assim como
no de Bligh e Dyer (1959) possui restricdo com relagao a umidade da amostra que
deve se de até 10 % de umidade. Além disso alguns trabalhos mostraram que,
dependendo do tipo de tecido que sera analisado, a escolha do método de extragao
tem influéncia significativa no resultado final (SHAHIDI, F. e WANASUNDARA, 1998).
Sendo assim, baseia-se no mesmo principio de extracado dos lipidios totais utilizando
os solventes metanol-cloroférmio na razao 2:1 v/v, porém sao realizadas mais etapas

de lavagens com os solventes.

2.6 Atividade antioxidante

Existem diversas técnicas empregadas para a determinacdo da atividade
antioxidante, dentre os métodos mais utilizados temos o DPPH, FRAP e o ABTS.
Atualmente percebe-se um crescente aumento no uso da avaliagdo da atividade
antioxidante em alimentos, cosméticos, farmacos e produtos naturais. Este interesse
comecgou na década de 1990, quando passaram a ser conhecidos os beneficios de
muitos produtos naturais na saude humana devido ao seu poder antioxidante (TOMEI;
SALVADOR 2007).

2.6.1 O método ABTS

Esse método avalia a atividade antioxidante através da estabilizagao do radical
ABTS, que resulta na supressdo da sua cor, quando na presenca de substancias
antioxidantes. Este radical apresenta absorvancia maxima no comprimento de onda
de 750 nm (VEDANA, 2008).

O método de determinacao da atividade antioxidante ABTS pode ser utilizado
para solugdes que diferem em pH, é soluvel em solventes organicos e aquosos, e
como nao se afeta por solugdes idnicas o ABTS pode ser utilizado também para as
analises de capacidade antioxidante de extratos e fluidos corpéreos, tanto hidrofilicos
como lipofilicos. E o um dos métodos para andlise de antioxidantes mais simples

viavel economicamente (AWIKA et al, 2003).
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Quando utiliza-se o padrao Trolox para expressar os resultados, a técnica
ABTS também é conhecida como equivalente de Trolox. E um método de captura de
radicais livres, porém nesse caso o ABTS é um cation, logo € mais chamado de cation
radicalar. E facil de realizar, j& que se a amostra analisada reduzir o cation ABTS a
seu estado neutro, ela possui atividade antioxidante (BOROSKI, et al. 2015).

Esse método é a base dos métodos de analise antioxidante
espectrofotométricos, principalmente em compostos puros. A técnica ABTS
melhorada para a geracédo ABTS*, descreve que ha o envolvimento de producgao direta
do croméforo ABTS* azul/verde através da reagao entre ABTS e persulfato de
potassio (RE et al, 1999).

2.7 Planejamento fatorial

Um dos maiores problemas para quem faz experimentos & determinar a
influéncia de uma ou mais variaveis de interesse. No planejamento dos experimentos,
o primeiro passo € determinar os fatores de interesse, podem ser eles qualitativos
como um catalizador ou quantitativo como temperatura. Ja as respostas sao as
variaveis que se pretende analisar, se teve influéncia ou ndo na variagao dos fatores
escolhidos. Depois destas etapas o passo € determinar o objetivo do trabalho, para
escolher o planejamento fatorial adequado (NETO, 2010).

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre dada resposta, precisamos
manipula-la e observar o resultado que essa variagao produz sobre a resposta. Para
isso precisamos ter fatores em dois niveis ou mais. Tais niveis podemos chamar de
k. Os planejamentos mais simples s&o os 22, pois precisam de menos fatores ao ser
analisado, quando acrescentamos mais um fator, o planejamento fatorial completo
passa a ter 8 ensaios ou planejamento 23 (NETO, 2010).

Neste tipo de planejamento fatorial, os niveis sdo costumeiramente codificados
com os sinais (+) e (-). A atribuigdo aos niveis superiores ou inferiores se da de forma
arbitraria e nao interfere nos experimentos ou interpretagcdo das respostas. Estes
sinais também permitem esquematizar estas variaveis na forma de matrizes de
planejamento, podendo assim, calcular a influéncia das mesmas e das suas
interacdes no sistema (NETO, 2010).

Num planejamento fatorial, as réplicas ou repeticdes de experimentos séo de
fundamental importancia e servem para determinar o erro experimental na resposta
em estudo ou a reprodutibilidade do esquema (CUNICO, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo e armazenamento das sementes

As sementes de uva bordé foram obtidas em uma vinicola localizada no interior
da cidade de Quatro Pontes — PR. As sementes foram separadas das cascas
mergulhando-as em agua, como o material de interesse € mais denso, ele ficou no
fundo do recipiente facilitando a sua coleta. Depois de separadas, as sementes foram
lavadas e secas ao sol para retirar a umidade e posteriormente foram peneiradas para

separar quaisquer resquicios de casca que haviam sobrado.

3.2 Processamento das sementes

As sementes ja secas foram trituradas em um moinho de facas, com uma

peneira de abertura de aproximadamente 0,36 mm de diametro.

3.3 Extragao do 6leo a quente por Soxhlet

A extracao por Soxhlet foi baseada na metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2005), utilizando os solventes hexano, acetato de etila e a mistura hexano:acetato de
etila (1:1, v/v), em extracao continua nos tempos de 4, 6 e 8 horas, sendo as extragdes
realizadas na temperatura de ebulicdo do solvente, conforme a Tabela 1. Para as
extragdes foram utilizados cerca de 5 gramas da amostra, envolto em papel de filtro
na forma de um cartucho. No baldo acrescentou-se aproximadamente 170 mL do

solvente.

Tabela 1 - Condigbes utilizadas para a extragao pelo método de Soxhlet

Condigao experimental

Solvente Tempo (h)
Hexano (-1) 4 horas (-1)
Acetato de Etila (1) 4 horas (-1)
Hexano (-1) 8 horas (1)
Acetato de Etila (1) 8 horas (1)
Hexano + Acetato de etila (0) 6 horas (0)
Hexano + Acetato de etila (0) 6 horas (0)
Hexano + Acetato de etila (0) 6 horas (0)
Hexano + Acetato de etila (0) 6 horas (0)
Hexano (-1) 6 horas (0)
Hexano + Acetato de etila (0) 4 horas (-1)
Acetato de Etila (1) 6 horas (0)
Hexano + Acetato de etila (0) 8 horas (1)

Fonte: Autoria propia
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3.4 Extragao do o6leo a frio por Kates

Primeiramente determinou-se o teor de umidade da amostra, em seguida
pesou-se aproximadamente 15 g da amostra fresca e triturada em um béquer, entao
adicionou-se na amostra a mistura de 30 mL de metanol e 15 mL de cloroférmio,
agitou-se por 2 minutos. A seguir filtrou-se a vacuo em funil de Biachner com papel de
filtro quantitativo, e em seguida reservou-se o filtrado e retornou o residuo ao béquer,
entado foi adicionado ao residuo novamente a mistura de 30 mL de metanol e 15 mL
de cloroférmio, acrescentou-se 12 mL de agua destilada e agitou-se por 2 minutos,
filtrou-se a vacuo no funil de Buchner e reservou-se novamente o filtrado, foi preparado
uma mistura de 16 mL de metanol e 8 mL de cloroférmio e lavou-se o residuo da
filtragcdo. Por fim juntou-se o filtrado obtido da lavagem com os demais filtrados obtidos
anteriormente e adicionou-se 38 mL de cloroféormio ao filtrado e 44 mL de agua.O
filtrado foi transferido para um funil de separagcao, apds a separagao das fases foi
coletado a fase inferior (cloroféormio) em um baldo pesado previamente e concentrou-
se em um evaporador rotativo, secou-se o baldao em estufa por 1 hora e por fim pesou-
se o balédo até peso constante e obteve-se a massa de 6leo extraido (KATES 1972).
Os resultados obtidos nas extragdes foram calculados pela equagao 1 a seguir:
Equacao 1 - Rendimento de 6leo obtido

Pf — Pi
% =——-—x100 (1)
m

Onde:

Ps: Peso final do baldo.
Pi: Peso inicial do balao.

m: Massa da amostra.

3.5 Determinagao da composig¢ao de acidos graxos

3.5.1 Preparagao de ésteres metilicos de acidos graxos
A preparagao de ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada conforme
proposto por Hartman e Lago (1973), com as adapta¢dées de Maia e Rodriguez-

Amaya (1993). Foram pesados em tubo de ensaio com tampa rosqueavel 30 + 1
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mg de lipidios, extraidos pelo método de Kates (1972). A seguir adicionou-se 4 mL
de solugéo 0,5 mol L' de hidréxido de s6dio em metanol, seguido de agitagéo e
aquecimento em banho de agua em ebulicdo durante cerca de 5 min. Apds, 0s
tubos de ensaio foram resfriados em agua corrente e adicionou-se 5 mL do
reagente esterificante (mistura constituida de cloreto de aménio, metanol e acido
sulfurico na proporg¢ao de 1:30:1,5 (m/v/v)) seguido do aquecimento em banho de
agua em ebuligdo por 3 min. O tubo foi resfriado em agua corrente, sendo
adicionado 5 mL de solugao saturada de cloreto de sédio, e 2 mL de n-heptano, e
1 mL de padréo interno, seguido de agitagao vigorosa por 30 s. Apos a separagao
das fases, retirou-se a fase superior com pipeta de Pasteur e armazenou-se em
tubos de eppendorf. Os tubos foram armazenados em congelador (-18 °C) para

posterior analise cromatografica.

3.5.2 Analise cromatografica

A separacado dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada em um
cromatégrafo a gas, modelo Clarus 680 GC (Perkin Elmer, Estados Unidos), equipado
com coluna capilar de silica fundida CP Select CB FAME (100 m x 0,25 mm x 0,25 pm
de cianopropilpolisiloxano) e detector de ionizagdo em chama. A temperatura inicial
da coluna foi 165 °C por 10 min, sendo elevada a 235 °C a taxa de 4 °C min™,
permanecendo nesta temperatura por 10 min. As temperaturas do injetor e detector
foram respectivamente, 240 e 250 °C. O volume injetado foi de 2,0 yL, com injecao
automatica. As velocidades de fluxo dos gases foram de 1,1 mL min-' para o gas de
arraste (He); 40 e 400 mL min-' para os gases da chama, hidrogénio e ar sintético,
respectivamente. As areas dos picos foram determinadas através do software
TotalChrom verséo 6.3.2 (Perkin Elmer). Os ésteres metilicos de acidos graxos foram
identificados por comparacao dos seus tempos de retengdo com o de misturas padrao
de ésteres metilicos obtidas da Sigma (EUA). A quantificagdo dos acidos graxos foi

realizada pelo método da normalizacao das areas.

3.6 Avaliagao da atividade antioxidante pelo método ABTS

A metodologia utilizada foi segundo Boroski et. al (2015) com algumas
modificacdes.
A solugédo estoque de ABTS 7 mmol L' foi preparada dissolvendo 192,0 mg do

sal ABTS em agua destilada, em um baldo volumétrico de 50 mL, completando o
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volume até o menisco. Essa solugcdo foi homogeneizada e armazenada em frasco
ambar.

O segundo reagente a ser preparado foi a solugdo de persulfato de potassio
140 mmol L-'. Dissolveu-se 378,40 mg do sal persulfato de potassio em &agua
destilada, em um baldo volumétrico de 10 mL completando o volume até o menisco.

Essa solugao também foi homogeneizada e armazenada em frasco ambar.

Por ultimo preparou-se o radical ABTS™ a partir da reacao de 5 mL da solugao
estoque de ABTS com 88 uL da solugdo de persulfato de potassio. A mistura foi
mantida protegida da luz, em um frasco de vidro ambar, a temperatura ambiente por
16 horas. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura (cation ABTS) em alcool etilico
(aproximadamente 54 mL) até obter uma absorbéncia de 0,700 nm £ 0,05 nm em um
comprimento de onda de 734 nm, utilizou-se etanol como branco. A solugdo foi
mantida protegida da luz com papel aluminio.

A curva de calibragdo foi realizada com Trolox. Para o preparo foram
dissolvidos 25 mg de Trolox em etanol e avolumou-se para 50 mL em um baldo
volumétrico, homogeneizou-se e transferiu-se para um frasco de vidro ambar. A partir
dessa solucado padrao foram preparadas solugbes com diferentes concentracoes,
entre 100 uM a 2000 uM.

Para obtencgao da curva de calibragao foi transferido aliquotas de 30 pL de cada
solugéo de Trolox (nas concentragbes preparadas) para as cubetas e em seguida foi
adicionado 3,0 mL da solucao radicalar ABTS", essa etapa foi realizada em ambiente
escuro. Em seguida homogeneizou-se. Apos 6 minutos foi realizado a leitura em
espectrofotometro em 734 nm. Etanol foi utilizado como branco e a analise foi
realizada em triplicata.

Pesou-se 100 mg da amostra em baldes volumétricos de 10 mL, solubilizou-
se em etanol e completou-se o volume até o menisco, resultando em uma
concentragéo de 10 mg mL™". Envolveu-se cada baldo em papel aluminio para ficarem
ao abrigo da luz. Em seguida transferiu-se uma aliquota de 300 pL para as cubetas,
entdo foram adicionados 3,0 mL da solugao do radical ABTS*. As cubetas foram
homogeneizadas e apds 6 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdmetro UV-vis
190-1100nm modelo PHARO 300 de feixe simples da marca Merck no comprimento

de onda de 734 nm. O teste foi realizado em triplicata, utilizando etanol como branco.
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3.7 Analise estatistica

Foi realizado um planejamento fatorial composto central de face centrada para
dois fatores avaliados na extragao por Soxhlet (Tabela 1), que foram o solvente e o
tempo de extracdo. A partir dos resultados do planejamento fatorial foi realizada a

modelagem e obtencgéo da superficie de resposta.

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguido da aplicacado do teste de Tukey, quando constatado
diferenca entre as médias. Em todas as analises foi empregado o nivel de significancia
de 0,05. A analise dos resultados e a construgao dos graficos foi realizada por meio

do software Statistica, versao 10.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Extragdo com solvente a quente

Os rendimentos obtidos na extracdo pelo método de Soxhlet estdo dispostos
na tabela 2. A condicdo de extracdo do ponto central (0, 0) resultou no rendimento
médio de 15,72 %, que foi o maior rendimento obtido em relagdo as demais extragdes
realizadas. O maior teor de 6leo encontrado para a extracdo com n-hexano foi de
13,97 %, no tempo de 8 horas. Para o acetato de etila o maior rendimento foi de 13,54

%, também para 8 horas de extragao.

Tabela 2- Rendimento de extragdo de 6leo pelo método de Soxhlet.

Condigao experimental Rendimento
Solvente Tempo (h) %
-1 -1 13,14
1 -1 12,37
-1 1 13,97
1 1 13,54
0 0 15,80
0 0 16,00
0 0 15,60
0 0 15,50
-1 0 12,81
0 -1 12,55
1 0 12,60
0 1 14,61

Legenda: a esquerda, (-1) hexano; (1) acetato de etila; (0) Mistura dos solventes. A direita, (-1) 4 horas;
(1) 8 Horas; (0) Média dos tempos.

Fonte: Autoria Propria.

Menezes (2014) ao avaliar o efeito da temperatura e do tempo de extragao
sobre o rendimento de 6leo obtido pela extragao por Soxhlet, para a variedade de uva
Bordd, encontrou o teor de 15,0 % para a extracao realizada com acetato de etila,
realizada a 80 °C, durante 8 h. Para o tempo de extragao de 48 h foi obtido o maior
rendimento de 6leo, cujo valor foi 17,8 %. Neste estudo também foi avaliado a extracao
com hexano, sendo obtido o teor de dleo de 15,2 % para a extracao realizada a 80 °C
por 8 h. Quando a extracao foi conduzida por 48 h o rendimento aumentou para 15,7
%. A comparacgao dos resultados obtidos por esta autora com os encontrados neste
estudo indicou que foram 10,8 e 8,8 % maiores, respectivamente, para a extragado com

acetato de etila e hexano, que os teores encontrados no presente trabalho.
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Os autores Liu et. al. (2017) ao extrairem o 6leo de semente de uva pelo método
de Soxhlet, utilizando o solvente hexano em sua temperatura de ebuligao,
constataram que o maior rendimento de 6leo obtido para as sementes de uva do tipo
Cabernet Sauvignon e Bordd foram de 14 e 13 % respectivamente. Os autores
também concluiram que o rendimento de 6leo obtido foi diretamente proporcional ao
tempo de extragao.

Rockenbach et. al. (2010) citam em seu trabalho que as sementes de uva
podem conter um teor de oleo, entre 14 e 17%, podendo mudar conforme a variedade
e a safra.

A partir da ANOVA para os resultados obtidos do planejamento fatorial
composto central, foram determinadas as variaveis significativas (p < 0,05) na
extracdo do oleo de semente de uva Bordo (Tabela 2).

Tabela 3 - Resultados ANOVA para as diferentes extragdes de 6leo de semente de uva.

FV sSQ GL SQm F p-valor

Composigao (L) 0,331 1 0,331 0,367 0,567
Composigao (Q) 7,459 1 7,459 8,266 0,028
Tempo (L) 2,747 1 2,747 3,033 0,132
Tempo (Q) 1,696 1 1,696 1,879 0,220
Composicao*Tempo 0,028 1 0,028 0,032 0,864

Erro 5,415 6 0,902

Legenda: SQM = Soma dos quadrados médios; GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos
quadrados; FV = Fonte de Variagéo.

Fonte: Autoria Prépria.

Na Tabela 3, observa-se que apenas o termo quadratico da composicdo do
solvente apresentou p-valor menor que 0,05 e, portanto, € uma variavel significativa
no processo de extracao, sendo que o coeficiente de correlagao obtido para o modelo
foi de 0,865. O coeficiente de correlagado nos fornece uma informacdo complementar
a analise de variancia, com ele é possivel verificar se 0 modelo é adequado, quanto
mais proximo a 1 estiverem os valores melhor a adequagédo do modelo. Ja a variavel
tempo é maior que 5% isso significa que, mesmo que o tempo tenha influéncia no teor

de oleo obtido, essa influéncia ndo é significativa (NETO,2010).
A equacéo do modelo é dada por:

Re(%) = 15,28-0,24.X1—1,67.X1°+ 0,68.X2 - 0,80.X2% + 0,085.X1. X2 (2)
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Onde:

Re = Rendimento de 6leo
X1 = Solvente extrator

X2 = Tempo de extragao

A partir dos valores de rendimento de 6leo obtidos foi realizado um grafico de
superficie de resposta (Figura 2). Entre o acetato de etila, o n-hexano e a mistura dos
solventes, a ultima condi¢ao foi o que apresentou maior rendimento de d6leo. Os
maiores rendimentos da extragcdo s&o encontrados na regido do ponto central,
indicando que a mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na proporcao de
1:1 (v/v) € mais adequada que o uso destes solventes puros. O teor de 6leo obtido
para os tempos de 6 e 8 horas nao diferiu muito. Contudo, o tempo de extragao de 4
h resulta em um menor rendimento de oleo.

Figura 2 - Grafico de superficie de resposta obtida para o rendimento de éleo em fungao da composigcao
do solvente extrator e do tempo de extragéo.

: eatsisis
: A

I > 15

Bl <14.75
B <13.75
<1275
B <11.75
Bl <10.75

Fonte: Autoria Prépria.

Para a avaliagdo do ajuste do modelo realizou-se a analise da relagéo entre os

valores observados e os valores preditos através do modelo. A diferenca entre o
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observado e o modelo predito, é dado através do residuo. Um modelo para ter um
bom ajuste deve ter valores observados e preditos proximos. Na Figura 3 temos o
grafico dos valores preditos versus valores observados, sendo possivel verificar que

a maioria dos pontos estao préximos da linha reta.

Figura 3- Grafico dos valores preditos versus valores observados para o rendimento da extragcao do
Oleo de semenﬂtg 0de uva.
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Valores observados

Fonte: Autoria Propria.

A presengca de um ponto anémalo introduz certo desvio no modelo, o que
resulta em residuos positivos e negativos. O ideal é que os residuos sejam pequenos,
pois se o modelo apresenta muitos residuos, o modelo ndo teve um bom ajuste.
Repetiram-se os ensaios, para verificar se esse desvio ndo era ocasionado por um
erro, porém o resultado foi praticamente o mesmo obtido anteriormente. De fato o
modelo ainda pode ser aperfeicoado e para obter-se uma representacdo com um

ajuste melhor, podemos incluir ao modelo termos de ordem mais alta (NETO 2010).

4.2 Extragao com solvente a frio

O resultado médio obtido da extracao a frio pelo método de Kates foi de 10,46%
10,72 com um teor de umidade de 8%. Autores como Rockenbach et al. (2010)
obtiveram em seu trabalho um rendimento de 12,87% de 6leo para uva da variedade
bordé, utilizando o método de Folch et al. (1957) que baseia-se no mesmo principio

de extragao a frio utilizando cloroférmio e metanol.
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A extracao a frio possui menor eficiéncia que os método de extracdo a quente
como o de Soxhlet, pois em temperaturas elevadas ocorre uma queda nas
viscosidades do solvente e do 6leo, e consequentemente ha um aumento na
solubilidade do 6leo com o solvente, aumentando assim a velocidade e a eficiéncia da

extragao, favorecendo a extragao a quente (ZACHI, 2007).

4.3 Determinagao da composigao de acidos graxos do 6leo de semente de uva

A composicdo de acidos graxos do Oleo das sementes de uva Bordd é
apresentada na Tabela 4. O acido graxo encontrado em maior quantidade foi o
linoleico (71,26 %), esse acido graxo poli-insaturado tem despertado um grande
interesse por suas atividades biologicas e seus possiveis beneficios para a saude
humana, dentre eles combater a obesidade, auxiliando na perda de peso (MARQUES
e BAZOTTE, 2014). Os demais acidos graxos encontrados foram o oleico (17,52 %),
o palmitico (7,21 %) e o estearico (3,36 %). Os dados obtidos sdo maiores que os
encontrados por Rockenbach et. al. (2010), com excecéo ao acido palmitico, o autor
ao comparar o perfil de acidos graxos do 6leo de semente de uva para diferentes
variedades, encontrou para a uva Bordé 57,23; 16,81; 8,24 e 3,34 % dos acidos
graxos linoleico, oleico, palmitico e estearico respectivamente.

Perosa e Sovrani (2016) ao realizarem a caracterizagao do 6leo de semente de
uva da variedade Isabel encontraram os valores de acido linoleico de 72,45%, acido
oleico 15,77%, acido palmitico 6,78%, e acido estearico 3,80%.

A autora Fuentes (2011) em seu trabalho onde realizou a avaliacdo da
qualidade de alguns 6leos de vegetais durante o armazenamento obteve para o 6leo
de milho um teor de 47,2 % do acido linoleico, 35,3 % de acido oleico, 12 % de acido

palmitico e 2,3 % de acido estearico.
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Tabela 4 - Composigao de Acidos Graxos (%) da fracdo lipidica do 6leo da semente de uva Bordd.

Acido Graxos %
C16 Palmitico 7,21 +0,03
C16:1n-9 Palmitoléico 0,12 £ 0,00
C18:0 Estearico 3,36 + 0,09
C18:1n-9 Oleico 17,52 £ 0,20
C18:2n-6t Linolelaidico 0,63 + 0,01
C18:2n-6¢ Linoléico 71,26 + 0,37
C20:0 Araquidico 0,32 +0,26
C18:3n-3 (a)Linolénico 0,38 £ 0,00
C20:1 Gonddico 0,08 £ 0,08

Legenda: % = Médias das amostras analisadas em triplicata seguida do seu respectivo desvio padréo.
Fonte: Autoria propria.

4.4 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método ABTS.

Como podemos observar na Tabela 5, ndo houveram diferencas significativas
nos oleos que foram extraidos pelo método de Soxhlet no tempo de 6 e de 4 horas.
Ja os extraidos nos tempos de 4 e 8 horas, apresentaram diferengas significativas
entre as suas médias (p <0,05). Para o 6leo extraido pelo método de Kates, o valor
obtido para a atividade antioxidante (6,58 umol g') foi significativamente maior (p <
0,05) que os valores encontrados para os 6leos extraidos por Soxhlet. Dentre os
métodos e condig¢des utilizados esse € o unico onde a amostra nao sofre aquecimento,
ja que se utiliza somente o solvente a frio para realizar a extragéo, pois a temperatura

€ um fator que contribui para a oxidacéo de dleos.

Tabela 5 - Atividade antioxidante média dos 6leos de semente de uva pelo método ABTS.

Método de

) KATES S4 S6 S8
Extracao
Atividade 6,582+ 0,08 3,30°¢+0,12 3,67°+0,11 2,94+ 0,31
Antioxidante
(umol g')

Legenda: Média das atividades antioxidantes obtidas utilizando o 6leo extraido pelo método de Kates
e pelo de Soxhlet na condi¢do de mistura (hexano e acetato de etila), onde S8 = extragdo por 8 horas,
S6 = extragao por 6 horas e S4 = extragdo por 4 horas. Letras diferentes na mesma linha correspondem
a diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Autoria Prépia

A atividade antioxidante média dos oleos extraidos na condigdo de mistura
(hexano e acetato de etila) pelo método de Soxhlet expressas em equivalentes ao
Trolox 2,94 (umol g') para a extragdo de 8 horas, 3,67 (umol g™') para 6 horas e 3,30

(umol g') para a de 4 horas. O 6leo extraido no tempo de 8 horas apresentou a menor
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atividade antioxidante, isso ocorre em consequéncia da maior exposi¢gdo ao
aquecimento, pois a temperatura € um fator que contribui diretamente para a oxidagao
do 6leo. Reda e Carneiro (2007) explicam que 6leos e gorduras podem deteriorar-se
durante sua estocagem em atmosfera com oxigénio, devido a sua auto-oxidagéo
natural, porém quando aquecidos a temperaturas elevadas, o processo de oxidagao
ocorre de maneira mais rapida, pois ocorrem reagdes de oxipolimerizacdo e
decomposicao termooxidativa.

Os Oleos extraidos nos tempos de 6 e 4 horas apresentaram atividade
antioxidante proximas, ambos sofreram aquecimento por menos tempo, e como visto
nao apresentaram diferenga estatisticamente entre suas médias.

Soares et al. (2008) ao determinar a atividade antioxidante do extrato das
cascas de uva da variedade Niagara e Isabel obteve os valores médios de atividade
antioxidante equivalente ao Trolox entre 89,22 e 157,31 (umol 100g™")
respectivamente.

A autora Silva (2015) ao avaliar a atividade antioxidante de extrato do residuo
de goiaba obtido a partir do processamento industrial, obteve o resultado de
24,71+0,75 ymol g -' equivalentes ao Trolax a partir da soma da atividade antioxidante
dos extratos obtidos da extracdo de fendlicos livres, fendlicos soluveis em hexano e

fendlicos conjugados.
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4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o rendimento da extragdo pelo método e Soxhlet
(solvente a quente) € maior que o obtido pelo método de Kates (extracao a frio). Esse
método vem sendo cada vez mais utilizado na industria, seja como operagao isolada
ou complementar a prensagem, devido aos altos rendimentos obtidos (CASTRO,
2009), pois como visto a temperatura facilita com o que o solvente interaja com as
moléculas de gordura, fazendo com que a extragao seja mais eficiente.

O método de Kates (1972) embora tenha apresentado menor rendimento na
extragdo apresentou a maior atividade antioxidante, com isso podemos afirmar que o
melhor meétodo de extracdo € inversamente proporcional a melhor atividade
antioxidante encontrada.

O objetivo deste trabalho foi alcancado, pois mostrou o melhor método para
extrair o 6leo da semente de uva e determinou que o 6leo extraido a partir do residuo
da industria vinicola possui atividade antioxidante, e consequentemente € uma fonte
natural de substancias bioativas podendo ser amplamente utilizado na industria de
alimentos. O 6leo de semente de uva também mostrou-se uma boa fonte de acido

linoleico, um acido graxo oméga-6, que tem grande importancia para a saude humana.
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