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RESUMO

A producédo de 6leo de semente de uva € uma alternativa de uso para o
residuo da industria vinicola. Este material é de 6tima qualidade podendo ser
utilizado como matéria prima na industria alimenticia, na de cosméticos, na
farmacéutica e na industria de tintas. Este estudo visa caracterizar e avaliar o éleo
extraido por diferentes metodologias de extracdo, em diferentes variedades de
uvas vinicolas do Rio Grande do Sul, com a intencao de propor uma utilizacao
mais nobre deste residuo.

Foram utilizados métodos classicos (prensagem e Soxhlet) e néo
classicos (ultra-som, liquido pressurizado e fluido supercritico) para a extracéo do
60leo de sementes de uvas de diferentes variedades, todas provenientes da
industria de vinhos gaucha. O uso de diferentes processos de extragdao permitiu
comparar e otimizar diferentes métodos para uso na industria de 6leos. Também
foram usadas diferentes técnicas analiticas, como cromatografia gasosa com
detector de espectrometria massas, cromatografia liquida com detector de ultra
violeta e cromatografia liquida com detector de indice de refracao.

A extracao por prensagem foi a que produziu o menor rendimento em éleo
bruto, enquanto a extracdo com liquido pressurizado mostrou ser o melhor método
de extracao para as sementes de uvas utilizadas. Porém, quando foi analisado o
teor de cada composto verificou-se que a concentracéo de acidos graxos totais e
triglicerideos foram semelhantes, ja a concentracdo de acidos graxos livres e
eésteres etilicos variaram conforme a metodologia empregada. A maior diferenca
foi observada no teor de vitamina E, que varia conforme a variedade de sementes
de uvas utilizadas e também com os métodos de extracdo empregados. A
extracdo com fluido supercritico foi 0 método que mais se adequou para a
extracdo de 6leos de semente de uva com elevado teor de vitamina E.

Os métodos propostos mostraram ser eficientes e capazes de extrair um
6leo de boa qualidade para a utilizagado comercial, indicando que se pode produzir
60leo das sementes de uvas gauchas, com qualidade equivalente ao 6éleo
importado, agregando valor a este residuo da industria vinicola.
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ABSTRACT

The production of grape seed oil is an alternative to use the residue of the
wine-producing industry. This material presents of great quality and it could be
used as raw material in the food, cosmetics, pharmaceutical and paint industries.
The goal of this study was to characterize and to evaluate the oil obtained by
different extraction methodos, using different varieties of wine-producing grapes
from Rio Grande do Sul, with the intention of proposing a more noble use of this
residue.

Classic (press and Soxhlet) and no classic (ultrasound, pressurized liquid
extraction and supercritical fluid extraction) methods were used for the extraction of
different varieties of grape seed oil of from the gaucho wines industry. The use of
different extraction methods processes allowed to compare in the oils industry.
Several analytical techniques were used, as gas chromatography with mass
spectrometry detector, liquid chromatography with ultraviolet detector and liquid
chromatography with refractive index detector.

The press extraction produced the smallest yield in oil, while the
pressurized liquid extraction was the best extraction method for the studied grape
seeds. The amount of each individual compound was determined, The
concentration of total fatty acids and triglycerides were similar in both extraction
procedures, while the concentration of free fatty acids and ethyl esters were
diferent according to the used methodology.

The amount of vitamina E extracted was dependent of the variety of grape
and also the extraction method employed. The supercritical fluid extraction was the
best method for extraction of grape seed oil with higher quantity of vitamin E.

The proposed methods showed to be efficient and capable of extracting
grape seed oil with high and higher vitamina E content than present Industrial
extraction methods, indicating that it is possible to produce grape seeds oil from
Rio Grande do Sul winery seeds, with equivalent quality to the imported oil, adding
up value to this residue of the wine industry.
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1 - INTRODUGCAO

As uvas estdo entre as frutas mais nutritivas consumidas pela
humanidade, sendo aproveitadas, principalmente, a polpa e a semente. Essas séao
consumidas in-natura ou utilizadas como matéria-prima na fabricacao de vinhos,
sucos, geléias e passas. Seus rejeitos podem ser processados e reutilizados por
outras industrias, como a alimenticia, a cosmética, a farmacéutica e a de tintas.
Como subprodutos podem ser extraidos o 6leo de semente de uva, taninos,
antocianinas (pigmentos) [1] e adubos [2].

Existem muitas variedades de uvas cultivadas nas regides vinicolas do
Brasil. Diferem pela forma e crescimento das cepas, disposicao e pilosidade das
folhas, cor, forma dos graos, conteudo de acucares e, conseqlientemente, pelo

sabor. As variedades brancas e tintas para a elaboracdo do vinho, sao

Lisiane dos Santos Freitas 1
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denominadas uvas para prensar (vinhateiras) e as destinadas ao consumo
humano direto, uvas de mesa [3].

As variedades de uvas para a elaboracao dos vinhos, podem ser divididas
em duas categorias principais: Vitis vinifera, que oferecem vinhos de qualidade
superior, encorpados, de agradavel bouquet e Vitis lobrusca, que proporcionam
vinhos comuns [4].

A producédo de uva no Brasil esta localizada nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste. Constitui-se em uma atividade consolidada, com grande importancia
sécio-econdmica, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina, que sao responsaveis por 97% da producao nacional de vinhos. Cerca
de 50% da producao nacional das uvas é destinada a elaboragdo de vinhos,
sucos, destilados e outros derivados [2].

Sabendo que as industrias de uva tém um importante papel na economia
do sul do pais e que seu processamento gera quantidades significativas de
residuos, o presente trabalho se propde a estudar as sementes contidas nesses
residuos e verificar a possibilidade dessas sementes serem melhor aproveitadas
para a producdo de um subproduto de alto valor agregado: o éleo de semente de
uva.

O ¢6leo de semente de uva € industrializado na Europa (uvas das
variedades Vitis vinifera) e € conhecido por ter em sua constituicao um alto teor de
acidos graxos insaturados, linoléico e oléico, além de apresentar propriedades
antioxidantes devido a presencga da vitamina E.

No Brasil, as variedades de uvas mais cultivadas sdo provenientes de Vitis
lobruscas. Existem poucos trabalhos que estudaram e diferenciaram as
variedades de uvas brasileiras para a producao do 6leo de semente de uva.
Contudo sabe-se que os 6leos, em sua maioria, sdo compostos de triacilgliceréis
porém pouco se conhece sobre seus demais constituintes.

O trabalho desenvolvido pretende avaliar e identificar constituintes, como
os acidos graxos totais, os acidos graxos livres, os triacilgliceréis, os compostos
antioxidantes (vitamina E e compostos fendlicos) presentes no 6leo extraido de
variedades de uvas utilizadas na fabricacdo dos vinhos brasileiros.

Lisiane dos Santos Freitas 2
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Para este estudo realizou-se a comparacdo de metodologias classicas,
como extracdo com solvente (Soxhlet) e prensagem, com as metodologias mais
sofisticadas como o ultra-som (USE — ultrasonic extraction), extragdo com liquido
pressurizado (PLE - pressurized liquid extraction) e extracdo com fluido
supercritico (SFE — supercritical fluid extraction).

Para a identificacdo de compostos organicos volateis, foi utilizada a
cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas (GC/MS) e, para
a quantificacdo dos compostos com alto peso molecular ou termolabeis, foi
utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detectores de
ultravioleta/visivel e indice de refracdo (UV/Vis e RI).

1.1 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral deste trabalho é a caracterizacdo do 6leo de semente
de uva. A partir do objetivo geral, apresentam-se o0s seguintes objetivos
especificos:

a) estabelecer 6timas condicoes para a extracdo dos componentes presentes
no 6leo de semente de uva, em métodos nao classicos como extragao por
ultra-som (USE), extragcdo com liquido pressurizado (PLE) e extracdo com
fluido supercritico (SFE) utilizando solventes com diferentes polaridades;

b) caracterizar, identificar e quantificar os principais componentes do 6leo de
semente de uva utilizando técnicas cromatograficas;

c) realizar um estudo comparativo entre métodos classicos de extracao
(prensagem e Soxhlet) e métodos nado classicos (ultra-som, fluido
supercritico e liquido pressurizado),

d) comparar sementes de diferentes variedades de uvas do Rio Grande do Sul
quanto ao teor e a qualidade do éleo produzido.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE O CULTIVO DA UVA

Pesquisas arqueoldgicas indicam que a uva ja era cultivada ha mais de
4000 anos AC., e que, apesar das origens das primeiras producdes dos vinhos
serem incertas, as civilizacdes vém simplesmente aperfeicoando. As pesquisas de
Louis Pasteur sobre a fermentacdo no século XIX, possibilitaram o
desenvolvimento da producao de uva para o grande comércio industrial [5].

Lisiane dos Santos Freitas 4
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A historia da viti-vinicultura registra que a videira foi introduzida no Brasil
em 1532, por Martin Afonso de Sousa, na Capitania de S&o Vicente. Durante o
periodo colonial, foram realizadas novas introdug¢des de variedades de uvas em
diversos pontos do pais [6]. Todas as variedades de uvas Vitis viniferas,
consideradas nobres, cultivadas na época, foram originarias de Portugal, havendo
referéncias histéricas sobre: Boaes, Moscatéis, Ferraes, Bastarda, Verdelho,
Galega [6].

Entre os anos de 1830 e 1850, foram trazidas para o Brasil cultivares de
origem americana, pertencentes a Vitis lobrusca e Vitis bourquina, predominando
o cultivo da Vitis lobrusca (uva lsabel). Essas videiras rusticas e bastante
produtivas, difundiram-se rapidamente pelas areas de todo pais [6].

A partir da segunda metade do século XIX, a viti-vinicultura passou a ter
importancia comercial no Brasil, impulsionada principalmente pelas correntes
imigratérias européias. Os pélos viniculos que mais se destacaram encontravam-
se localizados em Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul [6].

Entre os anos de 1900 e 1950, o numero de cultivares no pais ampliou-se
significativamente. Variedades hibridas de origem européia (portuguesas,
francesas, italianas, espanholas e alemas) comecaram a chegar ao Brasil. A
grande maioria das cultivares importadas permaneceram apenas em colecoes,
porém as uvas hibridas e viniferas, comecaram a alterar a composicao dos
vinhedos brasileiros [6].

A maior produgao de uvas no Brasil se localiza nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste. Constitui-se em atividade consolidada, com importancia socio-
econdmica, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
Em 1999, o Rio Grande do Sul apresentou cerca de 58,14 % da producéo de uvas
do pais [3], a partir do ano seguinte aproximadamente 56,13 % da producédo de
uvas, foram destinados a industria de vinhos, sucos, destilados e outros derivados
[3]. A partir da safra de 2001, 97 % dos vinhos produzidos no Brasil eram
provenientes do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina [2].
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Em 2004 a exportacdo desta fruta in-natura alcangou a marca de 37 600
toneladas. A Tabela | apresenta o levantamento realizado pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agronémica), no periodo de 2000 a 2005, onde
se mostra a quantidade dos produtos exportados pelas industrias vitivinicolas.

Tabela I: Levantamento realizado pela Embrapa sobre a quantidade dos produtos
exportados pela vitivinicultura do Rio Grande do Sul

_ exportacoes
itens
2000 2001 2002 2003 2004 2005
uvas frescas (Kg) | 14.343.500 | 20.660.404 | 26.357.025 | 37.600.734 | 28.815.315|51.212.801
suco de uva (L) 8.784.003 | 7.917.204| 6.812.516| 5.094.873| 7.384.237| 7.710.522
vinhos de mesa (L) | 6.288.613| 2.654.582| 2.250.037| 1.380.445| 2.801.995| 3.529.789
espumantes (L) 265.767 81.913 46.210 75.643 198.905| 111.405

Fonte: Embrapa (2006) — Referéncia [7]

As industrias vinicolas brasileiras utilizam principalmente a variedade
Isabel (hibrida) para a fabricacdo de vinhos considerados comuns e as variedades
Chardonay e Sauvignon, para vinhos considerados nobres. Para a fabricacao de
sucos, a variedade Concord, € a mais utilizada. Para tragar um perfil das uvas
mais utilizadas no estado pelas industrias vitivinicultoras, € necessario fazer a
selecdo das sementes que compdéem, em maior quantidade, o residuo da industria
do Rio Grande do Sul. A Tabela Il apresenta o panorama geral das uvas
processadas nas industrias vinicolas do Rio Grande do Sul no periodo de 2000 a
2005.

As uvas americanas e hibridas sdo as variedades mais utilizadas dentro
do Rio Grande do Sul para a produgcédo de vinhos, estas representam mais de

50 % do total das uvas processadas pela industria vinicola.
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Tabela Il: Quantidade de uvas (em Kg) processadas nas vinicolas do Rio Grande
do Sul entre 2000 e 2005

uvas 2000 2001 2002 2003 2004 2005

viniferas 73.589.548 | 49.461.996| 47.683.899| 43.299.435| 62.508.680| 70.577.252

americanas e

hibridas 447.345.549 | 386.292.199 | 426.590.496 | 339.909.112 | 516.389.913 | 422.637.751

mesa 615.990 141.673 124.162 144.024 122.885 9.390

Fonte: Embrapa (2006) — Referéncia [7]

A industria vinicola produz um residuo de biomassa basicamente
composto por cascas, sementes e engaco (hastes de uvas) [2,3]. Das cascas de
uvas podem ser extraidas as antocianidinas, utilizadas como corantes na industria
alimenticia, enquanto que das sementes, pode ser extraido o éleo de semente de
uva [8,9].

Entretanto, no Brasil, este residuo geralmente é usado para adubacéao do
solo e complemento da racao animal [8,9]. Este fim ndo é o mais indicado para a
adubacao do solo devido a lenta biodegradabilidade das sementes de uvas, que
nao propicia a conversao total da matéria organica de uma safra para outra. A
quantidade elevada de fibras torna inviavel o consumo em grande escala deste
residuo para ragédo animal [2].

A quantidade de sementes presente na uva (fruto) pode variar entre um e
quatro. Uvas com maior numero de sementes apresentam maior peso, menor teor
de agucar e maior acidez. As uvas sem sementes sdo denominadas apirenas. As
sementes representam de 2 a 5 % de peso da uva e contém cerca de 10 a 20 %
de 6leo comestivel considerado de boa qualidade [3]. De 100 kg de residuo umido
produzido pela industria sao obtidos de 10 a 12 kg de sementes [3].

Com o processamento de 500 000 toneladas de uvas pelas vinicolas
cerca de 50 000 toneladas dos residuos sdo sementes que podem ser utilizadas
na formacao de sub-produtos para outras industrias. O 6leo de semente de uva ja
¢é fabricado na Europa (principalmente na Alemanha, Franca e ltalia) desde 1930

[9]. A extracao deste 6leo é uma alternativa econémica promissora, tendo em vista
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a situacao atual das empresas brasileiras que adquirem o produto por 6 dblares o
quilograma.

O 6leo de semente de uva é usado na Europa como 6leo comestivel ou
como matéria prima do setor industrial. Para a industria alimenticia 0 mesmo
apresenta odor agradavel, podendo substituir praticamente todos os O6leos
vegetais, inclusive o de oliva, [9]. Sua digestibilidade (97,2%) é maior do que o
6leo de soja (95%) [2,3]. Sua composicao quimica é apropriada para dietas que
visam diminuir os niveis de colesterol no sangue devido ao alto teor de acidos
graxos insaturados e fitosterais [3].

Na industria de cosméticos, o 6leo € empregado na fabricacdo de
sabonetes finos, sabdes e no preparo de emulsdes (logdes, cremes, Oleos
bronzeadores e xampus). Esse 6leo pode substituir com vantagens o 6leo de
améndoas no processo de tratamento de estrias nas gestantes devido a presenca
de vitamina E e compostos fendlicos [2,9].

Na industria farmacéutica, desempenha papel importante na elaboracao
de medicamentos para uso interno que exijam a presenca de um 6leo natural
como veiculo. Como exemplo, no uso da vitamina D2, em que ele atua com o
poder anti-oxidante protegendo a vitamina de uma possivel degradagéo [2,9].

Na industria de tintas, o 6leo de semente de uva é empregado como

secante [9].

2.2 CARACTERISTICAS DE OLEOS E GORDURAS VEGETAIS

A partir da década de setenta houve um aumento significativo na producao
mundial de sementes para 6leos, acarretando uma demanda de produtos e
subprodutos obtidos dessas sementes [3].

Uma das principais utilizagdes desses 6leos esta na industria alimenticia,
onde podem ser ingeridos crus ou cozidos, servindo como meio de transferéncia
de calor em frituras, fonte de calorias e de vitaminas lipossoluveis [3,10].

As gorduras (sélidos) e Oleos (liquidos) sdo ésteres formados a partir de

acidos graxos superiores (C12-Co) ligados ao glicerol. Estes ésteres séo

Lisiane dos Santos Freitas 8



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

freqientemente chamados de glicerideos, que contém &cidos graxos ao acaso em
torno das moléculas de glicerol [11,12]. Dentre os acidos graxos saturados mais
importantes obtidos pela hidrolise de gorduras e 6leos encontram-se o laurico,
palmitico e estearico. Dos acidos graxos insaturados, os mais importantes sdo os
acidos oléico, linoléico e linolénico [11,12].

No Brasil, os principais éleos e gorduras vegetais sao extraidos da soja,
amendoim, algodao, babacu, dendé e oliva, sendo produzidos em quantidades
suficientes para suprir as necessidades de consumo interno, com excecao do 6leo
de oliva [10].

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considerando a
necessidade de maior controle sanitario dos alimentos, fixou as caracteristicas
minimas para assegurar a qualidade dos 6leos e gorduras vegetais, baseada no
teor dos principais constituintes dos éleos, que sao os acidos graxos [3]. A Tabela
lll apresenta os principais &cidos graxos presentes nos éleos comercializados:

Tabela Ill: Principais acidos graxos dos éleos vegetais, segundo a ANVISA [13].

0/100g de dleo
carbono acidos soja | girassol | arroz oliva | semente de uva

C12:0 |laurico - - - - <0,5
C14:0 |miristico <0,1 <0,5 04-1,0 0,05 <0,3
C16:0 |palmitico 7-14 3-10 12-18 | 7,5-20 5,5-11
C16:1 |palmitoléico <0,5 <1 0,2-0,4 | 0,3-3,5 <1,2
C18:0 |estearico 1,4-5,5 1-10 1,0-3 0,5-5 3-6
C18:1 |oléico 19-30 14-35 40-50 | 55-83 12-28
C18:2 |linoléico 44-62 55-75 29-42 | 3,5-21 58-78
C18:3 |linolénico 4-11 <0,3 <1 0,9 <1
C20:0 |araquidico <1 <1,5 <1 0,6 <1
C24:0 |lignoceérico - <0,5 - 0,2 <0,1
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Segundo a composicao apresentadas pela ANVISA o 6leo de semente de
uva tem caracteristicas semelhantes ao éleo de girassol, sendo que acidos graxos
insaturados (linoléico e oléico) corresponde a maior concentracdo dos analitos na
amostra. A grande vantagem em relacao ao 6leo de girassol e a outros 6leos
vegetais se deve ao fato de que a matéria prima € proveniente do residuo

industrial mal aproveitado.
2.3 METODOS EMPREGADOS NA EXTRAGCAO DE OLEOS
2.3.1 METODOS CLASSICOS DE EXTRAGAO

Os métodos tradicionais para extragao dos 6leos a partir de sementes sao
a prensagem e a extragdo com solvente (Soxhlet) ou a combinacdo de
ambos [12,14]. A extragdo por prensa mecanica realiza o esmagamento das
sementes removendo parcialmente o 6leo [14].

O processo para a obtencado do éleo de sementes de uva por prensagem
passa pelas seguintes fases [17]:

1. as semente sao submetidas a secagem para evitar a rancificacao, em
um secador horizontal, tubular, que reduz o teor de umidade de 45% para 10%;

2. a semente é previamente pulverizada e aquecida com o vapor e,
posteriormente, extraida por prensagem mecanica;

3. 0 Oleo bruto é refinado e neutralizado; em seguida é secado a vacuo e
filtrado com terra diatomacea;

4. finalmente o 6leo filtrado é submetido a baixa temperatura, durante 48
horas (para separar os ultimos tragos de ceras e gomas). O 6leo, apds passar por
este processo de desodorizacao, esta pronto para ser comercializado.

Esta metodologia descrita por Basile [17], corresponde basicamente a
metodologia empregada na producao de outros 6leos vegetais ja comercializados
em larga escala. Com isso, poderao ser aproveitadas plantas industriais ja
estabelecidas, para a extracao do 6leo de semente de uva no periodo de safra.
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Nas prensagens, a torta retém por absorcédo, quantidades apreciaveis de
6leo, que podem atingir de 4 a 7% de seu peso. Esta torta pode ser reaproveitada
para processamento de farinha para racao de animais [3,14].

Na extracdao de 6leos vegetais com solvente (Soxhlet), as sementes sao
extraidas com solventes apolares com ponto de ebulicdo até 70°C [14]. O
aumento desta temperatura pode ser responséavel pela formacao de acidos graxos
livres, devido a quebra de ligacdes entre acidos graxos e o glicerol. A extracdo em
Soxhlet é realizada geralmente com hexano, durante 20 horas [15].

A extragdo de sementes de uva por Soxhlet obtém de 10 a 20% de
rendimento de Oleo extraido [3]. No trabalho de Kamel e Daawson [16], que
utilizou sementes de uvas das variedades Sweet Emperor e Sweet Ribier, o
rendimento encontrado de éleo foi de 14% [16].

2.3.2 EXTRAGCAO COM ULTRA SOM

O ultra-som nédo é comumente usado para extragcdo de 6leos vegetais,
entretanto ja existem relatos na literatura de seu uso [18]. Inicialmente o ultra-som
foi utilizado para limpeza de materiais, mas devido as suas propriedades,
comecou a ser aplicado para homogeneizacao de solugdes, limpeza, esterilizacéo,
desgaseificacao e extracao de plantas [19 - 21].

As ondas ultra-sonoras de alta poténcia produzidas no banho de ultra-som
causam mudancas fisicas e quimicas devidas a variacao de pressao, produzindo
cavitacdo e microfluxos nos liquidos, aquecimento e ruptura nos sélidos e
instabilidade na superficie da interface de sistemas liquido-liquido e liquido-
gas [19,22].

Breitbach e colaboradores [24] estudaram os fatores que influenciam na
adsorcao e dessorcado durante o processo de caviatacdo na extracdo com ultra-
som e concluiram que os principais fatores que interferem na cavitagdo sao: a
intensidade e a frequiéncia produzidas pelo ultra-som. Dependendo desses fatores
a producao de bolhas pode ocorrer com tamanhos diferentes, podendo provocar
maior erosao na superficie dos solidos, assim como acelerar o aquecimento e

transporte de massas, fazendo com que o método seja mais ou menos eficiente.
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As vantagens do ultra-som estdo na simplicidade do equipamento, na
economia do custo inicial, na possibilidade de usar diferentes solventes para a
extracdo, bem como diminuir o tempo necessario para realiza-las, além de
apresentar uma boa reprodutibilidade. Todavia, como é reportado na literatura, a
extracdo com ultra-som depende da intensidade da cavitacao, tempo de extracao
e temperatura, sendo necessario otimizar estes parametros para a utilizacdo desta
técnica [18,19,23-25].

Entre os trabalhos sobre a utilizagdo o ultra-som para a extracao de
lipideos esta o de Ametaj e colaboradores [23] que avaliaram os efeitos do
equipamento na preparacdo da amostra para extrair lipideos de figado bovino.
Nesse trabalho constataram que a extracdo com ultra-som nao interfere no
rendimento dos lipideos extraidos quando aplicados tempos diferentes, mas a
precisao (coeficiente de variagdo) da extracao € afetada.

2.3.3 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

O uso da PLE (Pressurized Liquid Extraction) também conhecido como
ASE (Accelerated Solvent Extraction) ou PFE (Pressurized Fluid Extraction) foi
primeiramente descrito em 1995 [26]. Este método de extragao utiliza temperatura
e pressao para influenciar na eficiéncia do processo. A temperatura pode ser
utilizada acima do ponto de ebulicdo do solvente, porém a pressdo dentro da
célula devera ser suficientemente elevada para manter o solvente no estado
liquido [26 - 28].

O acréscimo de temperatura aumenta a solubilidade e a difusdo dos
analitos, enfraquece e/ou rompe as interagdes dos analitos com a matriz e diminui
a viscosidade e a tensao superficial do solvente, fazendo com que haja uma maior
penetragdo nos poros da matriz [26,28,29]. Todos os solventes podem ser usados
na PLE, exceto quando eles atingem seu ponto de auto-ignicao [26].

Moreau e colaboradores [30] descrevem a PLE de lipideos polares e
apolares no milho, usando como solventes hexano, diclorometano, isopropanol e
etanol. Afirmam estes autores que aumentando a temperatura e a polaridade do
solvente, aumenta o rendimento da extracao [30].
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Toschi e colaboradores extrairam lipideos de carnes de aves com a PLE e
compararam seus resultados com o método tradicional (Folch), encontraram
resultados equivalentes para a extracdo de ésteres metilicos nos dois
processos.[31].

Embora ja se tenha relatos de trabalhos com extracdo de dleos vegetais
por PLE, ndo ha registros, até o presente momento, desta ferramenta para a
extragdo do 6leo de semente de uva. Estudos obtidos com PLE mostram que as
variaveis aplicadas ao processo de extracdo podem afetar o rendimento e as
caracteristicas do éleo [32].

2.3.4 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

Quando uma substancia esta sujeita a temperaturas e pressées acima do
seu ponto critico, um gas altamente comprimido, conhecido como fluido
supercritico, se forma. As extracdes com fluidos supercriticos sdo muito rapidas,
pois apresentam boa transferéncia de massa em fung¢do da baixa viscosidade e
alta difusibilidade do fluido supercritico. Outra caracteristica importante € que o
poder solvatante pode ser controlado em fungédo da pressado e temperatura. Com
pequenas alteracbes destes parametros, podem ocorrer grandes mudangcas no
poder solvente, conduzindo a extracées mais seletivas [33-35].

A temperatura critica de um gas é aquela temperatura acima da qual ele
ndao pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se eleve a pressao
aplicada. Por outro lado, sua pressao critica é definida como a pressao acima da
qual o gas nao pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se diminua a
temperatura. E um estado intermediario da substancia, isto &, entre o liquido e o
gasoso (Figura 1). Nessas condi¢des, ela é relativamente densa se comparada a

um gas convencional e suas forgcas de solubilizacdo sdo mais intensas.
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Figura 1: Diagrama genérico de fases de uma substancia

Os fluidos supercriticos trazem consigo algumas propriedades dos gases
e dos liquidos:

1. compressibilidade semelhante a de um gas, com este preenchendo
completa e uniformemente o recipiente;

2. dissolucédo de solutos — como um liquido — quando suficientemente
comprimidos;

3. viscosidade baixa como a de um gas, produzindo pequenas quedas de
pressao em colunas de mercurio;

Apesar de usualmente definido a partir de diagramas de fases, onde o
fluido supercritico € conceituado como uma regido fisica encontrada acima do
ponto critico da substancia, este conceito tem pouca importancia pratica, uma vez
que a passagem do estado gasoso ou liquido para o supercritico ocorre de uma
forma continua e ndao de modo descontinuo, como sugerido por estes
diagramas [36].

O principio de extragdo com fluido supercritico aproveita as propriedades
fisicas dos fluidos no estado supercritico. Como a densidade de um fluido
supercritico € de 100 a 1000 vezes maior que a de um gas, comparavel a de um
liquido, as interacées moleculares nele podem ser fortes, permitindo diminuir suas

distancias intermoleculares [37] oferecendo, portanto, maior capacidade de
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solvatacado para varias substancias quimicas. Por conta da semelhanca entre a
viscosidade dos fluidos supercriticos e a dos gases, e por seu coeficiente de
difusdo ser maior que o dos liquidos, a extracdo das substancias, mediante este
processo, é muito facilitada.

O desenvolvimento de equipamentos comerciais, de pesquisa € mesmo
académicas, envolvendo a extracdo com fluido supercriticos, tém crescido
continuamente. Como exemplos comerciais, podem ser citados: a industria da
cerveja, a extracdo de principios amargos e aromaticos do lUpulo [38-40]; a
descafeinacdo do café [41,42]; a obtencdo comercial de carotenos da cenoura
[43]; a producdo de bases para cosméticos a partir do residuo das cervejarias
[44,45]; a extracdo de Oleos essenciais de plantas [40,46-48]; a retificacdo e
desodorizarao de Oleos comestiveis em geral [49]; e, para a industria
farmacéutica, a extracdo de matérias-primas das plantas medicinais [38, 47,50-
52]. Na Tabela IV apresenta-se um resumo da literatura com os principais estudos

envolvendo aplicacdes dos processos de SFE em 6leos.
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Tabela IV: Aplicagbes dos processos de SFE em dleos

matéria prima objetivo do estudo ref.
azeite de oliva acidos graxos [53]
cardamono 6leo de cardamomo [46]
soja 6leo de soja [49]
soja e girassol extracao com Oleo de soja e girassol | [54]
atum extracao do 6leo de atum [55]
soja extragao e hidrogenacao do éleo de [56]
soja
analise dos parametros de umidade,
Borago officinalis |. fluxo e temperatura para a extragao do | [57]
6leo de borago
semente de aipo extracao do 6leo de aipo [58]
6leo de soja e de castanha do Para gi;tgigao de acidos graxos livres de [59]
6leo de soja concentracao de tocoferodis [60].
semente de uva (variedade extragao e fracionamento do 6leo de
[61]
Chardonay) semente de uva
, . rendimento do 6leo de semente de
semente de uva (variedade Airen) uva extraida com CO, (6,9%) [15]
extracao do 6leo de semente de uva
semente de uva com CO» (72,50%) [62]
semente de uva (variedades ~ .
Barbera, Gamay, Malbec, Pinot Noir, gétr;ag%) (zg glse S ?g zs/rr;ente de uva [63]
Merlot, Syrah, Cabernet) 21 e
2.3.4.1 SOLVENTES UTILIZADOS NA EXTRACAO COM FLUIDO
SUPERCRITICO.

Existe uma ampla variedade de compostos que podem ser usados como

fluidos supercriticos. Na Tabela V estdo apresentados alguns fluidos que podem

ser utilizados na extracdo com fluidos supercriticos, juntamente com os

parametros criticos P. (presséo critica), T, (temperatura critica), p. (densidade

critica) [64].
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Tabela V: Solventes mais utilizados na extracao supercritica

fluidos T. (°C) P. (atm) pc (g/cmd)
CO; 31 72,85 0,469
NH; 133 111,54 0,236
agua 374 217,17 0,323
N2O 36 71,50 0,452
metano - 82 45, 41 0,169
etano 32 48, 17 0,203
propano 97 41,85 0,217
pentano 197 33,26 0,237
etileno 9 49,65 0,218
tolueno 319 40,57 0,292
metanol 240 79,86 0,272
etanol 241 60,61 0,276
acetona 235 46,39 0,279
éter etilico 194 35,93 0,265

T.= temperatura critica; P, = press&o critica; p. = densidade critica [64]

De todos os fluidos possiveis, o0 CO, é o mais usado por apresentar
pressao critica moderada e baixa temperatura critica, ideal para muitos compostos
termolabeis. Além disso, é facilmente separado do soluto, nao é téxico, nao causa
problemas ambientais, ndo € inflamavel e € barato [64].

O COg supercritico tem densidade préxima a de um liquido, baixa
viscosidade, e se difunde como um gas, o que lhe confere excelentes qualidades
de extracdo. E o solvente indicado para a extracdo de uma grande faixa de
substratos naturais. Sua seletividade de extracao pode ser ajustada para cada
substrato, mudando-se a temperatura e a pressdao dentro da regido
supercritica [65].

O CO,, apolar, em condicoes normais de temperatura e pressao,
apresenta, sob elevadas pressdes, constante dielétrica equivalente a de
substancias que sdo polares em condicdes normais de temperatura e pressao; por

outro lado, a agua, considerada uma substancia altamente polar em condicbes
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normais de temperatura e pressdo, mostra constante dielétrica préxima de zero
guando submetida a elevadas temperaturas e pressées [65].

Outras caracteristicas, que o CO, também possui, sdo desejadas quando
se escolhe o fluido para ser utilizado na extragdo, como:

v possibilidade de fracionamento de substancias que apresentem
diferencas na volatilidade, no peso molecular ou na pressao de vapor;

v' versatilidade, os parametros de extracdo do didxido de carbono
supercritico podem ser modificados facilmente pela adicdo de pequenas
quantidades de outros produtos, chamados de solventes modificadores, polares
ou apolares, como o0 hexano, a agua e o etanol, e também pela selecdo das
condicbes de temperatura e pressao especificas, opcdes estas que adicionam
flexibilidade ao processo e permitem a adequacdo das condicoes de extracao as
necessidades especificas dos produtos a serem extraidos e ao produto final
desejado.

As indicagbes gerais de extracdo, com diéxido de carbono supercritico
sao [38]:

v' compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres, cetonas
e aldeidos;

v' substancias polares como acgulcares, polissacarideos, aminoéacidos,
proteinas, fosfatidios, glicosidios e sais organicos, ndo sao solluveis, apresentando
algumas limitagdes para a extragao.

Outros gases que também apresentam, em seu estado supercritico,
interessantes propriedades solventes sdo utilizados para a extracdo de plantas e
outros materiais. Entretanto, por razdes de custo, perigo de exploséo, toxicidade,
inflamabilidade e propriedades fisicas adversas, poucos deles sado usados
comercialmente [38].

Dentre os outros gases utilizados pode ser citado o propano, que embora
nao apresente todas as qualidades do CO,, é melhor solvente para muitas
substancias, presentes em 6leos e produtos naturais. Este gas apresenta baixa
temperatura e pressao critica. Por isso, ja existem estudos que comparam o CO» e

0 propano como solvente para a SFE [66-68].
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lllés e colaboradores [68] apontam que o poder de solvatagdo do propano
€ muito mais alto que do CO. na extracao de 6leos de sementes de Coriandrum
satium L.

Do ponto de vista econémico, trabalhar com baixas pressdes e baixas
temperaturas, é de grande interesse para reduzir o custo na extracdo. Ao obter um
maior rendimento em menor tempo e, conseqglentemente, com menor consumo de
solvente, consegue-se uma 6tima condicao de extracao [68,69].

Em estudos como o de Lanza [70], que investigou o comportamento de
fases em alta pressdo em Oleos de soja e mamona nos solventes comprimidos
(butano e propano), verificou-se que utilizando esses solventes ha uma 6tima

miscibilidade dos 6leos em baixas temperaturas e pressoes.

2.3.4.2 IN:I'ERAQAO DE SOLVENTES MODIFICADORES PARA FLUIDO
SUPERCRITICO

Uma pratica comum ¢é adicionar modificadores quimicos (chamados
também de co-solventes) para aumentar a solubilidade dos solutos ou a
seletividade dos compostos extraidos nos fluidos supercriticos[71].

A adicao de pequena quantidade de solvente modificador pode ter efeitos
drasticos no comportamento das fases da mistura, especialmente em interacoes
especificas entre um solvente modificador e um ou mais solutos existentes [72,73].
O poder de extracdo na regido supercritica é dado pela pressao e temperatura,
estes parametros sdo responsaveis pela densidade e solubilidade dos solventes
supercriticos. A solubilidade € um dos parametros que aumenta com a adicao de
pequenas quantidades de solventes modificadores [73,74].

Segundo a literatura, as substancias polares apresentam baixa
solubilidade em CO, supercritico. Entretanto, se pequenas quantidades de
solventes modificadores forem adicionadas ao CO,, a solubilidade de compostos
polares aumenta. Os co-solventes podem ser selecionados de acordo com a forca
de interacdo do soluto - solvente, quanto maior esta interacdo, maior a facilidade
de extracdo. Metanol e etanol sdo muito utilizados como co-solventes. Eles séao
capazes de interagir com fendis fazendo pontes de hidrogénio e interacdes dipolo-
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dipolo [75]. A Tabela VI apresenta exemplos de extragfes utilizando co-solvente

com COy:

Tabela VI: Exemplo de extragdes com CO, supercritico utilizando co-solventes

co-solvente analitos ref.
metanol acido 2-aminobenzoico [74]
etanol fosfolipideos [76]
etanol acidos graxos [62]
tri-n-butil-fosfato | hidroquinonas [72]
etanol polifendis e taninos [77]
etanol compostos fendlicos [78]
éter de petréleo 6leo de semente de uva [63]
etanol 6leo de semente de uva [75]

Um solvente pode atuar como solvente modificador quando uma pequena
proporcdo deste é adicionada ao solvente principal. No trabalho de lllés e
colaboradores [69,79] o uso de propano como solvente modificador (adicao de
pequenas proporcdes) em CO, foi suficiente para uma completa recuperagcéo na

extracao de 6leos.
2.3.4.3 EXTRACAO DE SOLIDOS COM FLUIDO SUPERCRITICO

Amostras sélidas devem ser trituradas ou moidas para facilitar a extracao.
Esse material € entao colocado dentro do cilindro extrator. Assim que o diéxido de
carbono passa através das matérias-primas, 0os aromas, 0s 6leos e os demais
compostos existentes na amostra sao dissolvidos e extraidos até um nivel de
solubilidade de equilibrio. A solucdo gasosa sai do extrator e passa através da
valvula redutora de pressao; a pressao (e a forca de solubilizacdo) do CO, é
reduzida, causando a precipitacdo dos componentes no separador; os aromas,
Oleos e demais compostos existentes na amostra sdo separados do diéxido de
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carbono, entdo reciclado pelo compressor, continuando o ciclo até que todos os
componentes sejam extraidos e coletados. A quantidade do gas, o fluxo, a
temperatura, a pressao e o numero de ciclos de extracdo sao selecionados e
calculados para otimizar a extracdo, dependendo do produto e dos componentes
que se queiram extrair. Devido a diversidade de parametros possiveis, uma
grande variedade de matérias-primas sélidas pode ser efetivamente extraida por

esse processo [47].
2.3.5 COMENTARIOS SOBRE METODOS DE EXTRAGCAO

Os trabalhos analiticos envolvendo a extracao de éleos dos Ultimos anos
tém se dedicado ao estudo de novas técnica de extragcdo e a comparagao destas
com técnicas tradicionais (Soxhlet e prensagem).

As técnicas para a extracdo de componentes ativos de substratos naturais
evoluiram consideravelmente [80]. Nos ultimos anos, o processo de extragao de
matérias primas por diversos solventes — n-hexano, benzeno, alcoois metilico,
etilico e propilico, acetona, pentano e diversos solventes clorados — passou a ser
muito usado. Ap6s a extracdo, o solvente €& removido por evaporacao ou
destilacdo a pressao reduzida, deixando, como resultado, um extrato denso e
resinoso. Os processos de remocao dos solventes apresentam um grande
dispéndio de energia e custos, além de todo o problema que o solvente residual
pode causar alterando as propriedades do extrato e provocando efeitos toxicos
nos consumidores.

Varios processos de extracdo de 6leos podem produzir produtos de
grande qualidade. Entretanto, quanto maior for a temperatura de extracéo e 0 uso
de solventes organicos, maior sera o risco de perda da qualidade original da
matéria prima. Existem dois problemas associados a temperatura: primeiro, 0s
danos causados aos componentes altamente sensiveis (como aromas, fragrancias
e principios ativos farmacéuticos) e segundo, a perda de componentes altamente
volateis, de baixo peso molecular, que ndo podem mais ser recuperados e

reincorporados aos extratos [38,80].
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A extragdo de matérias primas naturais com dioxido de carbono
supercritico resolve eficazmente as questées associadas as altas temperaturas e
ao uso de solventes organicos [81], pois este processo emprega temperaturas
baixas e o solvente usado, dissipa-se totalmente no final da extracdo, apos a
descompressao, sendo um componente do ar atmosférico.

O estado de fluido supercritico € apenas uma das possibilidades situadas
entre os dois extremos: gases e liquidos. Se a pressado e a temperatura forem
superiores a temperatura e a pressao criticas, a substancia é dita no estado
supercritico. Caso esteja, pelo menos uma delas, abaixo destes valores, diz-se
gue a substancia encontra-se no estado sub-critico. Esta condi¢do (a substancia
situada entre o estado liquido e o supercritico) tem sido utilizada em varias
técnicas instrumentais modernas, incluindo-se ai, dentre outras possibilidades, a
extracdo subcritica e a cromatografia subcritica; a extragdo com liquido
pressurizado (PLE, de Pressurized Liquid Extraction) e a cromatografia com
fluidez aumentada (EFC, de Enhanced Fluidity Chromatography) [36].

Além da comparagao, em termos de rendimento, com métodos classicos,
outros estudos preferem comparar métodos com algumas caracteristicas afins,
como a técnica de SFE e a de PLE que utilizam a variacdo da pressao e
temperatura como agentes para aumentar a eficiéncia das extracdes. Alguns
trabalhos que comparam metodologias analiticas diferentes para analise de uma
mesma matriz, sdo reportados na Tabela VII:

Tabela VII: Comparacéo de metodologias analiticas.

matriz metodologias/resultados ref.

SFE Sub-critico (25°C/6000 psi): 3,64 % e

madeira de cedro SFE Supercritico (100°C/6000 psi): 3,88%.

[82]

Soxhlet com rendimento 50 % maior do que

sementes de uva
usando prensa.

[3]

SFE, Soxhlet e PLE: SFE melhor para
sementes de soja e girassol | girassol enquanto Soxhlet e a PLE foram| [83]
melhores para a soja.

sementes de uva Rendimentos: Soxhlet (7,5 %) e SFE (6,9 %). | [15]
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2.4 COMPOSICAO DOS OLEOS VEGETAIS

Os triacilglicer6is sao, notadamente, os constituintes majoritarios dos
Oleos vegetais. Os constituintes minoritarios dos 6leos sdo os monoglicerideos e
diglicerideos, acidos graxos livres, fosfatideos, esterdis, alcoois, vitaminas e outras
substancias ainda nao identificadas [84].

Os estudos sobre caracterizagdao do 6leo de semente de uvas brasileiras
(Vitis lobrusca) sao escassos, por isso € necessaria maior pesquisa nesta area

para que este produto seja oferecido ao mercado.
2.4.1 GLICERIDEOS E ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos podem ser encontrados na forma livre ou esterificados
com o glicerol, formando os glicerideos. Dividem-se em saturados, os que nao
apresentam ligacdes duplas, e insaturados, os que apresentam ligacées duplas
entre carbonos. Dentre a familia dos acidos graxos insaturados, os mais
importantes sao o linoléico (C18:2), linolénico (C18:3) e o araquiddnico (C20:4). O
organismo humano ndo consegue sintetizar esses acidos graxos, que por esta
razao sao ditos essenciais. Na semente de uva, o acido graxo mais abundante é o
acido linoléico, também conhecido como ®-6. Sua concentracao é em torno de
70%. Os acidos graxos linolénico e o araquidénico sdao encontrados em baixas
concentragdes, menores que 1% [14].

Os trabalhos que reportam a composi¢céo do 6éleo de semente de uva tém
como principal enfoque a concentracdo de acidos graxos ligados ao glicerol
presentes nessa matriz. Segundo Kamel e Dawson [16], que utilizaram em seus
estudos uvas Vitis vinifera (variedades Sweet Emperor e Sweet Ribier), o 6leo
extraido em Soxhlet, segundo as normas da AOAC (American Oil Chemist’s
Society), apresentou em torno de 72,2% de acido linoléico, 15,6% de acido oléico
e 0,24% de acido linolénico.

Gomes e colaboradores [15], utilizando a técnica de SFE, obtiveram em
sementes de uva da variedade Airen, até 67% de acido linoléico, 27% de oléico e
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em torno de 0,35% de linolénico. Resultados idénticos foram obtidos com Soxhlet
nesse mesmo trabalho.

Em outros trabalhos que analisam o éleo de semente de uva foram
determinadas concentracoes de acido linoléico de cerca de 70%, de acido oléico
25% e para o acido linolénico, quantidades inferiores a 1% [62,63,85].

A rancificacdo dos 6leos considerada como um dos problemas mais sérios
da industria alimenticia, esta rancificacdo pode provir da oxidacdo de Aacidos
graxos poliinsaturados. A presenca de antioxidantes naturais reduz este efeito
[86,87].

A andlise de acidos graxos livres presentes em o6leos crus é usada para
caracterizar os 6leos prensados de alta qualidade, como os 6leos de oliva extra -
virgem e para estudos de peixes e 6leos marinhos que contenham acidos graxos
® - 3 (linolénico) e o - 6 (linoléico) benéficos a saude. Em o6leos refinados, o
conteldo de acidos graxos livres é avaliado quando ocorre a otimizacdo de
processo fisico alcalino [88].

Os acidos graxos livres também servem como parametros para o controle
do processo de degradacao dos 6leos na estocagem em diferentes condicdes de
temperatura, oxigenagdo e luz e na degradacdo de 6leos para cozinhar ou
fritar [88].

O método padréo para a determinagéao de acidos graxos livres em éleos é
um procedimento titulométrico. Como alternativa, técnicas de extragdo e analise
devem ser propostas para quantificar e qualificar a composicao de acidos graxos,
juntamente com a valorizacdo de outras classes de lipideos, e, em muitos casos,

sem a necessidade de derivatizar os acidos graxos livres [88].

2.4.2 FITOSTEROIS EM OLEOS VEGETAIS

Os fitosterdis (considerados como impressao digital de um 6leo vegetal)
sao responsaveis pela idoneidade do 6leo vegetal e se apresentam em baixas
concentracdes. Sua estrutura basica e suas principais ramificagcbes estao
representadas na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura béasica dos fitosterdis e as diferentes ramificagoes.

Os fitosterdis sdo moléculas quimicas definidas como alcoois triterpénicos,
alifaticos de alto peso molecular e estdo presentes na fragao insaponificavel dos
Oleos vegetais [89]. Os mais comuns encontrados em 6éleos vegetais sdo o
campesterol, sitosterol, sitostanol, brassicasterol e o estigmasterol [89,90]. Sao
conhecidos por reduzir a absorcdo do colesterol quando incluidos na dieta
humana. Outros beneficios a saude também sao reportados em estudos, como a
atividade antiinflamatéria e antitumoral [91,92].

Os esterdis de fonte vegetal sdo coletivamente designados fitosterdis e
variam em quantidade e qualidade conforme a origem do 6leo [14]. O colesterol
(esterol) geralmente presente na gordura animal & encontrado apenas em niveis
de tracos.

E importante salientar que os fitosterdis se oxidam facilmente quando
expostos ao ar, e quando submetidos ao aquecimento, a luz, as radiagdes ou aos
processos cataliticos [92].

Nos processos industriais de producdo de 6leos vegetais alimenticios, os
O0leos passam por etapas de refinamento que compreendem: degomagem,
neutralizagdo, branqueamento desodorificagéo e fracionamento. Esses processos
podem causar a isomerizacdo e desidratacdo dos fitoster6is como o sitosterol,
campesterol e estigmasterol, causando assim a formacgdo de hidrocarbonetos
esteroidais e ésteres, prejudicando a qualidade do éleo. As variaveis de cada
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etapa do processamento do éleo e a intensidade do tratamento dependem do éleo
a ser tratado [93,94].

2.4.3 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES PRESENTES EM OLEOS VEGETAIS
2.4.3.1 VITAMINA E

A familia da vitamina E & composta de tocoferdis e tocotriendis (a, B, vy, ©).
[87,95-97]. Cada uma destas formas tem diferente potencial biol6gico. O a-
tocoferol € considerado o mais importante. Os tocotriendis sdo encontrados em
menor quantidade nas plantas e suas funcbées ainda nao estdo bem elucidadas
[98].

Estudos indicam que o aumento de tocoferdis na alimentagdo diminui o
risco do aparecimento de doencas no coracao [87,97]. O a- tocoferol exerce
fungdo importante como inibir a oxidacdo dos radicais livres, reagindo com o
oxigénio e impossibilitando a transformacao dos acidos graxos insaturados em
aldeidos [87,96,99].

Os compostos da familia da vitamina E oferecem beneficios a saude
humana, tendo como funcao essencial o transporte de elétrons para dentro das
mitocéndrias no sistema fisiol6gico [95]. Atuam como antioxidantes lipossoluveis,
protegendo as membranas celulares de radicais e espécies mutagénicas. Os
radicais livres sdo responsaveis por varios processos patolégicos, como cancer,
arteriosclerose e perda celular causando o envelhecimento. E importante o
consumo de alimentos que contenham antioxidantes para a protecdo contra
processos degenerativos [87,100].

Em estudos recentes, a vitamina E tem sido considerada como “gene
regulador” devido a sua atuacdo na proteina do RNA. Esta vitamina atua também
como imunoprotetor, anticoagulante, redutora da oxidacdo LDL (low density
lipoprotein) e antitrombose [87,95].

A vitamina E é um componente basico do éleo de semente de uva que o

torna resistente a degradacao oxidativa [3,9,17,63]. Geralmente é consumida na
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alimentacdo através da ingestdo de dleos vegetais, que contém em média 70-
1900 mg de tocoferdis por quilograma de éleo [87].

Os estudos realizados em extracoes de vitamina E com éleo de diferentes
variedades de semente de uva, apresentam diferentes concentra¢cdes conforme
mostra a Tabela VIII.

Tabela VIII: Teores de vitamina E encontrados em 6leo de diferentes variedades
de sementes de uva através de diferentes processos de extracao

sementes extracao vit. E (*) | ref.
Isabel e Concord prensagem 25,4 [17]
Merlot prensagem e extracao com 1a6 [101]

éter de petréleo

Barbera, @ Malbec, Gamay,

Cabernet Sauvignon, Pino Noir, SFE ¢/ (e:t?glgoeter de 3,58a30,9 | [63]
Merlot ,Cabernet Franc e Syrah P
N&o citou a variedade injecao direta 12,1 [87]

(*) mg de vitamina E / 100g de 6leo
Através da revisao da literatura, pode-se perceber que estudos sobre a

vitamina E presente nas sementes de uvas brasileiras ainda sdo escassos.

2.4.3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos se subdividem em varias classes que
compreendem cerca de 400 flavonoides que sdo provenientes do metabolismo
secundarios de plantas, derivados da condensacdo do acido cinAmico com trés
grupos malonil - coenzima A [102]. A Figura 3 representa a estrutura geral dos
flavondides. Na constituicdo da semente de uva existem varios flavondides com
natureza fenédlica: monomérica, dimeras, trimeras e poliméricas (procianidinas),
além dos éacidos fendlicos [102,103].

Compostos fenodlicos de interesse bioldégico, como as proantocianidinas,
também conhecidas como taninos, sdo encontrados nas sementes de uvas. Esses
compostos apresentam como principais atividades farmacoldgicas a acgao

antimicrobiana, a prevengao do estresse oxidativo celular, o combate aos radicais
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livres e os efeitos antitumoral e cardioprotetor [2,102,103], assim como atividade
antiviral e prevencao da arteroesclerose [103].
A Figura 4 apresenta os principais compostos fendlicos presentes em

cascas e sementes de uvas:

Figura 3: Estrutura basica dos flavonoides
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Figura 4: Compostos fendlicos presentes na casca e na semente de uva.

2.5 TECNICAS PARA A ANALISE DE COMPOSTOS ORGANICOS PRESENTES
EM OLEOS VEGETAIS

As técnicas de analises cromatograficas e espectroscépicas sao utilizadas
para identificar, caracterizar e quantificar os analitos presentes nas amostras de
Oleos vegetais.

As principais técnicas utilizadas sdo a cromatografia gasosa e liquida e
técnicas espectroscopicas como [104-114]: ultravioleta visivel (UV-VIS),
ressonancia magnética nuclear (NMR) infravermelho (IR) e espectrometria de
massas (MS).
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Os analitos de baixa massa molecular e que apresentam pontos de
ebulicdo inferiores a 300°C sao analisados por cromatografia gasosa. Porém,
compostos com massa molecular elevada ou que apresentam sensibilidade a altas
temperaturas devem ser analisadas por cromatografia liquida [104-118].

2.6 DERIVATIZACAO

O termo derivatizacao refere-se, em cromatografia, a transformacao de um
composto quimico em outro com o intuito de obter-se uma analise mais rapida, ou
conveniente. Esta melhora pode ser obtida tanto na etapa de preparo da amostra
quanto na de analise. O novo composto formado geralmente apresenta uma ou
mais das seguintes vantagens em relagdo ao composto de partida: é mais facil de
ser extraido ou analisado, ou pode ser medido com maior sensibilidade ou
exatidao, ou ser mais facilmente separado de interferentes [115].

Neste sentido uma das maiores limitagdes da cromatografia gasosa pode
ser contornada através da derivatizacao: a elevada polaridade, baixa volatilidade
e/ou estabilidade térmica de varios compostos organicos [115].

Existem diferentes procedimentos para se realizar uma derivatizacao
[119,120], sendo que o mais utilizado em amostras que contém acidos graxos é a
metilagdo usando BF3; em solucdo de metanol, que substitui o hidrogénio reativo
pelo grupo metila (-CHj) [63,121-123], (Figura 5). Para a esterificacdo de acidos
carboxilicos ainda pode ser usada uma solucédo de acido (HCI ou H>SO4 ) com

metanol [119].

20 BF; _ _:_;0 .
CH;=(CH,),3CT 5y * HiCOH :0? CH, {CH?}14C‘-~OCH3 H,0

acido metanol ester agua

Figura 5: Reacao de esterificacao do acido palmitico com metanol, catalisada pelo
trifluoreto de boro
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Outros reagentes que podem ser usados para a derivatizacdo de grupos
acidos ou fendlicos, muito utilizados em compostos polares, sdo os sililizantes,
como € o caso do BSTFA (n,o-bis trimetilsilil-trifluor acetamida) + TMCS
(trimetilclorosilano) [123-126]. A combinacdo do BSTFA e TMCS resulta em um
produto versatil, que reage com uma grande quantidade de compostos organicos
substituindo o hidrogénio ativo pelo grupo trimetilsil (-=Si(CH3)3). O TMCS aumenta
a reatividade do BSTFA na silanizacdo dos analitos. Esta reacdo esta
representada de forma esquematica na Figura 6 [120].

7 —Sl—[CH} , O
CHy— |:CH2:| — + Fi_( (0 3 3+ Cl—SI‘[CH{| - CH3_CHZ_C7 + F3—C\<OC1
1 \on \N—Si—[CHg} 3 NSt cH N—Si—CH
&ido BSTFA Y s ester silico

Figura 6: Reacéao de sililagao do acido palmitico com BSTFA e TMCS.

2.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental é uma ferramenta que pode ser utilizada
quando se tém muitas variaveis (fatores) que se pretende estudar, na tentativa de
extrair o maior numero de informacbes com o menor numero de
experimentos [127].

A resolucao desse problema experimental seguiu, durante muito tempo, o
método empirico de tentativa e erro ou aqueles onde as varidveis, menos uma,
eram mantidas constantes. Esta abordagem representa um gasto desnecessario
de tempo, esforco e recursos [128 ]. Contraposta a essa sistematica, a abordagem
moderna utiliza metodologias estatisticas de planejamento e otimizacdo de
experimentos que se tém mostrado bastante promissoras [129].

Alguns exemplos dessas metodologias sao: planejamentos fatoriais
completos e fracionarios [127,130]. Essas metodologias estatisticas implicam a

elaboracdo de um planejamento experimental, caracterizada por uma série de
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fatores que agem sobre a resposta investigada. O resultado final é a identificacao,
observacgao e quantificagdo das alteragdes nas variaveis [130,131].

Um planejamento fatorial € aquele onde todos os fatores estudados
variam de maneira constante e de forma planejada [132]. Os planejamentos
fatoriais sdo representados por uma notacdo exponencial (x"), onde a base indica
o numero de niveis e 0 expoente, o numero de fatores [133]. A primeira linha
denota o experimento no qual todos os fatores estdo em seu nivel inferior e a
ultima linha, aquele no qual os fatores estdo em seu nivel superior. Este tipo de
tabela, caracteristica para a analise de experimentos fatoriais, é denominado
Tabela de Yates [127,131].

Os planejamentos fatoriais completos utilizam experimentos que tém como
atributo principal incluir, em cada ensaio completo, todas as combinacdes
possiveis entre os diferentes fatores [127,131].

Os planejamentos fatoriais fracionarios sdo usados quando o numero de
fatores a ser investigado é alto e ndo se conhece, a priori, a relacado completa de
todas as variaveis que afetam a resposta, otimizando o niumero de ensaios sem
que haja perda de informacgdes significativas para o estudo [127].

A denominacdo de planejamentos fatoriais fracionarios é 2™" enquanto
que o planejamento fatorial completo com n fatores seria denominado 2" [127].

A informacéao obtida através desses experimentos procede de duas fontes:
respostas obtidas para cada fator e respostas resultantes da mudanca entre os
nivel de cada fator, cujos efeitos refletem-se na resposta da interacdo entre os
demais fatores [133,134].
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3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Os estudos foram realizados visando a extragdo e caracterizagédo do dleo
de semente de uva predominantemente cultivadas no estado do Rio Grande do
Sul. Para melhor compreensao, o estudo foi dividido em métodos de extracdo
(classicos e modernos), e métodos de analise (qualitativos e quantitativos)
conforme esta descrito no organograma apresentado na Figura 7.
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[ Semente de }

Uva

[ Extracoes ]

[ Classicas ] [ Nao Classicas ]
[ |
Oleos
[ Analise Qualitativa } [ Analise Quantitativa ]
- | |
Analise Direta ] [ Saponificacao ]

Figura 7: Organograma geral usado para o desenvolvimento do trabalho
experimental

3.2 PREPARAGCAO DA AMOSTRA

As coletas das amostras foram realizadas em marco de 2004 e 2005 nas
vinicolas Aurora/RS e Boscato/RS, respectivamente.

Nestas coletas as empresas forneceram todo o apoio técnico. As sementes
foram escolhidas primeiramente pela demanda existente na fabricagdo dos vinhos
da serra gaucha. No primeiro ano, foi realizada a coleta de sementes do tipo
Isabel, Herbemont e Seibel, sendo que as ultimas duas variedades vieram
misturadas com a variedade lIsabel. J& no segundo ano, foram escolhidas
sementes de uvas nobres, de grande valor comercial para a industria ou que
também estivessem disponiveis na fabricacdo de vinhos varietais como Cabernet,

Isabel, Moscatel e Merlot. Para comparar os resultados dos 6leos extraidos foram
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adquiridos dois 6leos comerciais de semente de uva, um utilizado como 6leo
comestivel (Borges) e outro na industria de cosméticos (lpiranga).

As amostras foram trazidas das vinicolas em caixas térmicas fechadas. No
laboratério passaram por um cuidadoso processo de limpeza para a remogao dos

acucares e outros interferentes.

Esse processo de limpeza visa remover interferentes e conservar melhor as
sementes, durante o armazenamento. Para a limpeza, foram colocadas as
amostras em grandes peneiras, onde em agua corrente foram lavadas até retirada
do acucar visivelmente presente na amostra. Logo, receberam mais um banho
com Aagua deionizada e posteriormente com agua deionizada aquecida a
aproximadamente 100°C.

Para a secagem das sementes, as mesmas, foram colocadas em uma
estufa com circulacdo de ar onde o processo durou aproximadamente 6 horas a
uma temperatura de 100°C, como é recomendado pela literatura [16]. A seguir
realizou-se o teste de umidade para verificar se esta encontrava-se abaixo de 6 %
para o armazenamento.

As sementes inteiras, previamente limpas e secas, foram armazenadas em
frascos de vidro de 3 litros, cobertos por papel aluminio para evitar a presenca da
luz, com umidade inferior a 6 % e a uma temperatura inferior a 30°C.

As sementes de uva, antes da extracdo por qualquer um dos meétodos
empregados, foram moidas em um moinho para sementes, durante 4 segundos

conferindo as amostras diametros de particulas entre 0,014 + 0,01 mesh.
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3.3 PADROES E REAGENTES

Os padrées para a analise quantitativa foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich com aproximadamente 99,9% de pureza, enquanto que 0s demais
solventes utilizados como hexano, heptano, diclorometano e acetato de etila de
grau analitico foram comprados da Merck ou bidestilados quando de outras
marcas.

Os derivatizantes utilizados (solugdo metandlica de 12 % BF; e
BSTFA:TMCS - 99:1) foram ambos adquiridos da empresa Sigma —Aldrich.

3.4 EXTRAGCOES DAS AMOSTRAS

A amostra utilizada para realizar todos os planejamentos experimentais foi
uma mistura de sementes das variedades Isabel e Herbemont. Estas sementes
sao responsaveis por mais de 50% da producdo do Rio Grande do Sul. Os
métodos empregados foram a prensagem e aextragdo com solvente
(Soxhlet),como métodos classicos e técnicas mais modernas como ultra-som,
extracdo com liquido pressurizado (PLE) e extragdo com fluido supercritico (SFE).

As caracteristicas de cada método de extracao estao relatadas nos itens
subsequentes.

3.4.1 EXTRACOES CLASSICAS
3.4.1.1 EXTRACAO POR PRENSAGEM

A prensagem do O6leo foi realizada em uma prensa Bovenau com
capacidade de 15 toneladas, onde a célula extratora foi confeccionada na oficina
mecanica do Instituto de Quimica, da UFRGS, feita de aco, totalmente
desmontavel para melhor manuseio e para facilitar a limpeza das amostras.

Para a extracdo do 6leo foram usadas 50 gramas de semente de uva,
previamente limpas, secas e moidas, por um periodo de 72 horas com 10
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toneladas para a prensagem, sendo que apds este periodo ndo havia mais
escoamento do éleo. A Figura 8 mostra a prensa e a célula extratora utilizada na
extracdo das amostras de 6leo de semente de uva.

A célula extratora foi limpa antes e depois de cada extracdo e
acondicionada fora da prensa quando nao estava em uso. As amostras foram

extraidas em triplicata.

Figura 8: Fotografia da célula extratora (a) e prensa utilizada (b) na extragao do
6leo de semente de uva.

3.4.1.2 EXTRACAO COM SOXHLET (SOX)

As extracdes com Soxhlet utilizaram como solvente o hexano (PE = 68°C),
para comparar com o método comercial. Os cartuchos extratores foram
previamente limpos em diclorometano (DCM) por extracdo em Soxhlet e secos a
temperatura ambiente para evitar possiveis contaminantes.

Para a extracdo do 6leo, em diferentes variedades de sementes de uva,
foram utilizados aproximadamente 10 g de amostra e 150 mL de solvente. A
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extragdo ocorreu em 20 horas, conforme descrito na literatura [15], realizando dois
ciclos por minuto. A Figura 9 apresenta de forma esqueméatica o desenho do
aparelho de Soxhlet utilizado na extragéo do 6leo de semente de uva.

Apos o periodo de extragdo, as sementes encontram-se no cartucho e a
amostra contendo o dleo e o solvente, € recolhida em um baldo. A seguir, o 6leo
em solvente é rota-evaporado para a reducdo do volume. Para assegurar que
amostra continha somente 6leo foi seca sob fluxo de nitrogénio e armazenada em

um dessecador até massa constante, para posterior calculo do rendimento.

Figura 9: Esquema do extrator de Soxhlet utilizado na extragdo do éleo de

semente de uva.
3.4.2 EXTRACOES NAO CLASSICAS
3.4.2.1 EXTRACAO COM ULTRA-SOM (US)

Empregou-se um equipamento de ultra-som Ultrasonic Cleaner, modelo
USC-4800, poténcia de 120 W com uma freqiéncia de 40 kHz e com uma
intensidade de radiacdo de 0,27 W/cm?. A Figura 10 apresenta um esquema do
equipamento usado. As dimensdes do banho foram de 24 cm x 14 cm x 10 cm.

Utilizaram-se dois erlenmeyers de 250 mL, com boca esmerilhada,

conectados a um condensador com 30 cm de altura.
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A &gua do banho do equipamento foi mantida, por todo o tempo, a uma
temperatura de 25°C + 5°C, para evitar possivel influéncia de temperaturas

elevadas no processo de extragao.

A5 A=
K &4

Amosira
maiz sohrente

Transdutoer
piezoeéletrico

Figura 10: Esquema do ultra-som utilizado para a extragéo 6leo de semente de
uva.

As condicbes experimentais, para a extracdo com ultra-som, foram
otimizadas empregando um modelo empirico fatorial a partir do planejamento
experimental 2°, que incluiu a avaliagdo dos seguintes parametros:

a) tempo de extracao (X1): avaliaram-se as respostas dos tempos de 10 e 30
minutos;

b) quantidade de amostra (X2): analisou-se a massa de 1 e 3 g de semente;

c) quantidade de solvente (X3): empregou-se 25 e 100 mL de solvente.

A matriz gerada por este planejamento experimental fatorial tem o total de 8
condicOes experimentais e esta representada na Tabela IX.
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Tabela IX: Matriz utilizada no planejamento fatorial 2° com ultra-som

Exp | Xiy(min) | Xz (g) | X3 (mL) | Exp | Xy(min) | X2(g) | X3 (mL)

30() | 1() | 25() 30 (-) 1() | 100 (+)

120 (+) () | 25¢(- 120 (+) (<) | 100 (+)
0() (+) 0() (+) | 100 (+)

120 (+) | 3(+) | 25(- 120 (+) 3(+) | 100 (+)

—
—

3 (+ 3 (+

Bl W N =
0| N O O

As extragbes utilizaram, além do solvente convencional para Oleos
(hexano), outros solventes extratores como solugédo de hexano:DCM (1:1), DCM e
acetato de etila. Apdés a extragao, foi realizado o calculo do rendimento do 6leo
extraido em relacdo a massa de semente uva e as amostras foram analisadas por
cromatografia, para avaliar se em solventes com diferentes polaridades ha a

distin¢cdo entre os compostos extraidos.
3.4.2.2 EXTRAGAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

A extracdo PLE trabalha com solventes na regido subcritica, onde procura
facilitar a extragdo dos analitos da amostra aplicando uma pressao constante de
1500 psi. Nessa extracao, utilizou-se do equipamento de extracdo acelerada com
solvente ASE 300™ da empresa Dionex, mostrado na Figura 11. Utilizaram-se
células extratoras de aco inoxidavel com capacidade de 34 mL, um frasco de
lavagem (rinse) e frascos coletores de vidro transparente com capacidade de
250 mL. A extragdo, com esse equipamento, passa por diferentes passos até a
coleta final da amostra de 6leo, esse procedimento estd esquematizado na

Figura 12.
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Figura 11: Equipamento de Extracdo acelerada por solventes da Dionex (ASE 300™)

Célula com amostra vai Célula é preenchida com Célula é pressurizada e
para o forno solvente aquecida

]!

O solvente é retirado

Faz-se um rinse do da célula e transferido
sistema. para o frasco coletor.
~ . ye ( 7 7
Pressao residual é N, é purgado pela célula e
liberada na célula transferido ao frasco coletor.
N

Figura 12: Esquema do procedimento de extracdo com PLE
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Para a extracdo com ASE elaborou-se um planejamento experimental
fracionario 2> [127,134], que incluia a avaliagdo das seguintes variaveis e niveis:
a) Quantidade de amostra (X1): 1 e 3 gramas;

b) Tempo de extracao (X2): 10 e 30 minutos;
c) Numero de ciclos (X3): 1 e 3 ciclos de extracao;
d) Temperatura (X4): 25°C e 100°C;
e) Volume de solvente (flush) (X5): 30 e 150% do volume do frasco.

A matriz gerada, por este planejamento experimental, apresenta o total de
16 condi¢des experimentais, esta representada na Tabela X. Apds a extracao, foi
realizado o calculo do rendimento do 6leo extraido em relacdo a massa de

semente uva e as amostras foram analisadas por cromatografia.

Tabela X: Matriz do planejamento experimental 2°" para a extragdo com PLE.

exp | massa (g) {tempo (min)| ciclos | temperatura (2C) | flush (%)
(X1) (X2) (X3) (X4) (X5)
1 19 (1) 106 | 10) 25 () 150 (+)
2 | 3g(+) 10() | 1) 25 () 30 ()
3 19 () 30(+) | 1() 25 () 30 ()
4 3g (+) 30 (+) 1 () 25 (-) 150 (+)
5 19 () 10() | 3(+) 25 () 30 (-
6 39 (+) 10 (-) 3 (+) 25 (-) 150 (+)
7 19 (-) 30 (+) 3 (+) 25 (-) 150 (+)
8 3g (+) 30 (+) 3 (+) 25 (- 30 (-)
9 19 (1) 10 (1) 1(9) 100 (+) 30 ()
10 | 3¢ (4) 10 (-) 1 () 100 (+) 150 (+)
11 19 (-) 30 (+) 1() 100 (+) 150 (+)
12 | 3g (+) 30 (+) 1(9) 100 (+) 30 (-
13 19 () 10 (-) 3 (+) 100 (+) 150 (+)
14 3g (+) 10 (-) 3 (+) 100 (+) 30 (-
15 19 () 30 (+) | 3(+) 100 (+) 30 (-
16 39 (+) 30 (+) 3 (+) 100 (+) 150 (+)
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3.4.2.3 EXTRACAO COM FUIDO SUPERCRITICO (SFE)

Para a extragdo com SFE utilizou-se um equipamento de bancada
construido no laboratério de altas pressdes da Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missées (URI-Erechim). A Figura 13 mostra o equipamento
utilizado para as extragdes com fluido supercritico.

Figura 13: Fotografia do sistema utilizado para as extragbes com fluidos
supercriticos. (A) — cilindro de gas; (B) e (C) — banhos termostaticos; (D) —
extrator; (E) - valvula agulha; (F) — bomba de alta pressao; (G) — bomba para
solvente modificador; (H) - fita de aquecimento.

Foram realizadas algumas extrac¢des utilizando CO, como solvente e outras
utilizando propano. Apéds, foram realizadas extragées com solventes modificadores
hexano, mistura de hexano:diclorometano (1:1 v/v), diclorometano, acetato de
etila, metanol e etanol em CO, como fluido principal. A massa utilizada em todos
os experimentos com SFE, foi de aproximadamente 10 gramas de amostra.

Para os experimentos com CO, utilizou-se as condi¢des descritas na
Tabela Xl com o fluxo de 2 mL min™' e coleta de amostra de 20 em 20 minutos ao
longo de 220 minutos.
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Tabela XI: Experimentos realizados utilizando CO, como solvente supercritico.

exp temperatura | pressdao | **densidade
) (°C) (bar) reduzida (p’)
COz-1 30 110 1,7
CO,-2 45 181,6 1,7
CO;-3 60 254 1,7
CO;-4 45 108 1,1
CO.-5 45 118,4 1,4
CO,-6 45 250 1,85
CO,-7 45 60 0,83
**P‘ = p/pcn’tica

Para os experimentos com propano foram utilizadas as condi¢cdes descritas
na Tabela XIl com o fluxo de 2 mL min™ e coleta de amostra de 1 em 1 minuto até

5 minutos e apdés 10 em 10 minutos com o total de tempo de 30 minutos.

Tabela XiII:
supercritico.

Experimentos

realizados utilizando propano como solvente

ex temperatura | pressao | **densidade
p- (C) (bar) | reduzida (p')
Prop - 1 30 100 2,35
Prop - 2 45 100 2,25
**P‘ = p/pcritica

Para os experimentos com solventes modificadores (SMOD), os estudos
foram divididos em dois grupos, a concentracdo destes solventes adicionados ao
longo da extracao foi calculada com base na massa molecular de cada solvente.
Estes experimentos ocorreram em temperatura de extragdo de 45°C, 181 bar,
fluxo de 2 mL min™, com coleta de amostra de 20 em 20 minutos ao longo de 220
minutos de extragao.

No primeiro grupo, foram utilizados os SMOD hexano, mistura de
hexano:diclorometano (1:1 v:v), diclorometano, acetato de etila e metanol. No
segundo grupo de extracoes, foi utilizado o etanol como solvente modificador,
onde as suas concentracdes variaram de acordo com a Tabela XiIil.

Inicialmente, antes de fechar a célula extratora, faz-se necessario a adigao
de uma determinada quantidade de solvente modificador, dentro da célula (Tabela
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XI). Apods, ajusta-se as condigdes dos experimentos com a pressdo e
temperatura determinadas e preenche-se o restante da célula com solvente
extrator (COy ).

Tabela XIIl: Condigdes experimentais desenvolvidas com etanol.

exp. SMOD | fluxo de_ (_:102 fluxo de gtﬁnol etanol inicial
(% m/m) mL min mL min (mL)
Et—1 3 1,92 0,08 2,66
Et—2 5 1,87 0,13 4,43
Et—-3 10 1,74 0,26 10,13
Et—4 15 1,62 0,38 13,20
Et-5 20 1,50 0.50 17,54

3.5 ANALISE DOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA

A identificacdo e quantificacdo de compostos orgénicos presentes no
6leo de semente uva foi realizada utilizando diferentes ferramentas
cromatograficas de andlise devido a complexidade do 6leo bruto analisado:
GC/MS (cromatografia gasosa com detector de massas), HPLC/UV-Vis
(cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel) e
HPLC/RID (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de

refracao).

Para avaliar o conteido da amostra extraida, o estudo iniciou-se com a
analise qualitativa dos 6leos. Apds terem sido identificados alguns compostos

presentes na amostra, foi realizada a analise quantitativa destes compostos.

A analise dos 0leos extraidos foi dividida em itens conforme a Figura 14,
para melhor compreensao do trabalho.
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Oleos
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[ Analise Direta [ Saponificacao ]
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Figura 14: Esquema da andlise cromatografica do 6leo de semente de uva

3.5.1 ACIDOS GRAXOS TOTAIS (AGT)

Para a analise dos acidos graxos totais presentes no 6leo de semente de
uva foi necessaria a saponificagdo e posterior reacao de esterificacao destes éleos
vegetais. A reacdo de saponificacdo baseia-se na quebra da molécula de
triacilglicerol, formando glicerol e sais de metais alcalinos. Ao mesmo tempo, que
esse procedimento esta acontecendo ocorre a reacao de derivatizacdo que
corresponde ao deslocamento do metal alcalino pela metila do metanol presente
no meio reacional.

O procedimento utilizado nesse trabalho foi baseado no método de
Hermann para a esterificacdo com alcool metilico [135-137]. Foram pesados 100
mg de 6leo em um erlenmeyer de 100 mL e adicionados 5 mL de solucédo
metandlica de NaOH.

A seguir acoplou-se ao erlenmeyer um condensador e deixou o sistema em

refluxo por 10 min em ebulicdo. Entdo foram adicionados 3 mL de tri-fluoreto de
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boro (BF3) dissolvido em metanol. A mistura permaneceu em ebulicdo por dois
minutos, em chapa de aquecimento com agitacdo, sendo entdo adicionado 5 mL
de heptano. Ap6s 1 min a reacao foi deixada esfriar naturalmente e recebeu pela
parte superior do condensador 5 mL de solugao saturada com cloreto de sédio.
Finalmente a agitacao foi suspensa, a solucéo transferida para um tubo de ensaio
onde a fase orgéanica foi retirada. Essa por sua vez foi filtrada em sulfato de sddio
anidro e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL que continha padrao
interno (behenato de metila) para a analise de ésteres.

Para andlise qualitativa dos acidos graxos totais presente no éleo de
semente de uva foi utilizado o cromatografo gasoso da Shimadzu, modelo GC-17A
acoplado ao detector de espectrometria de massa da Shimadzu, modelo 5050A,
com a biblioteca Wiley 229. O processo de ionizagdo nesse equipamento & de
impacto eletrébnico com 70 eV. A coluna capilar usada foi uma OV-05 (metil
silicone com 5 % de grupos fenila) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didametro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionaria. Usou-se Hélio
como gas de arraste com um fluxo de 1 mL min™. A injecdo foi no modo split
(1:10). O Injetor foi mantido a 280°C a e interface a 300°C. O aquecimento do
forno obedeceu a seguinte sequiéncia: temperatura inicial de 120°C, mantida por 5
min e temperatura final de 280°C com aquecimento por 2°C/min. O forno foi
mantido na temperatura final por 20 min. O sistema operou no modo SCAN,
permitindo a comparacdo dos espectros obtidos com aqueles da biblioteca de
espectros do equipamento, além do uso de padrdes cromatograficos injetados nas
mesmas condi¢cées que a amostra.

Para a andlise quantitativa dos ésteres formados, foram selecionados ions
que pudessem ser monitorados pelo modo SIM (Single lon Monitoring -
monitoramento de ions selecionados) e quantificados separadamente. A férmula
molecular e os ions monitorados para os ésteres analisados estdo descritos na
Tabela XIV.
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Tabela XIV: Esteres utilizados para a analise quantitativa de acidos graxos totais

AG(*) compostos formula molecular |ions
C12:0 |laurato de metila C13H2602 74
C14:0 | miristato de metila C15H3002 74
C16:1 |palmitoleato de metila C17H3205 74
C16:0 |palmitato de metila C17H3405 74
C18:2 |linoleato de metila C19H340> 81
C18:1 |oleato de metila C19H3602 69
C18:0 |estearato de metila C19H3505 74
C18:3 |linolenato de metila C19H3205 74
C20:0 |araquidato de metila C21H420- 74
C24:0 |lignocerato de metila CosH5002 74
C22:0 |behenato de metila (PI) Co3H4602 74

AG(*): indicagcao usada para acidos graxos (n? de carbonos: n? de ligas duplas)

A partir das solucbes estoques de concentracbes na faixa de
1500 mg L™ para cada padréo, foi preparada uma solucdo com a mistura de todos
os ésteres citados com concentracdo de 25 mg L. Esta solugdo recebeu
25 mg L' de behenato de metila (padrdo interno - PI). A partir desta solugéo foi
realizada a otimizacao das condicdes de analise no sistema GC/MS. As condicdes
finais de analise foram idénticas as usadas no processo qualitativo descrito,
exceto pelo modo de analise e pela rampa de aquecimento da coluna. O
aquecimento do forno obedeceu a seguinte seqUéncia: temperatura inicial de
160°C, mantida por 5 min, aquecendo-se o forno primeiramente a uma taxa de
152C/min até 190°C, alterou-se a taxa de aquecimento para 2°C/min até 205°C,
permaneceu nessa temperatura por 10min e a partir dai até a temperatura final de
280°C a uma taxa de aquecimento de 2°C/min. O forno foi mantido na temperatura
final por 10 min.

Para determinagdo da composicdo quantitativa dos acidos presentes na
amostra, utilizou-se o0 método de Moretto e Fett [14]. Sabendo que a intensidade

do sinal dada pelo detector ndo € dependente somente da quantidade, mas
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também do tipo do composto, foram utilizados fatores de resposta para a
conversao da area do pico em porcentagem em massa. Os fatores de respostas
foram calculados a partir da composicao conhecida da mistura padrdo e as areas

de pico de acordo com a Equacao 1:

f = Cim Equacao 1
P =
Aim

Onde: fi € o fator de resposta do composto i;

Cim € a concentracdo do composto i na mistura padrdo em porcentagem
de massa;
Aim € a porcentagem de area do composto i.

O calculo da composicdo em porcentagem em massa é feito de acordo

com a Equacao 2:

100. A. f; ~
Ci Equacéo 2
Aifi + Azfz +....Afn
Onde: Ci é a concentracao do composto em porcentagem em massa;

A; é a area do pico do composto i;

f; € o fator de resposta do composto i.

3.5.2 COMPOSTOS VOLATEIS NAO LIGADOS AO GLICEROL

A andlise qualitativa correspondente a caracterizagdo da fracdo nao
ligada ao glicerol (fracao livre), para a analise destes compostos fez-se uso da
derivatizacdo com BSTFA/TMCS. O uso deste derivatizante permite que a
analise seja dada de forma simples, rapida e sem fatores de interferéncia, como
a temperatura. Além disso, os espectros de massas dos compostos sililados
sa0 mais precisos, com um ion caracteristico (73), diferenciando de possiveis
compostos metilados presentes na amostra. Os compostos presentes nesta
fracao, analisaveis por cromatografia gasosa, sdo genericamente classificados

como compostos organicos volateis presentes no 6leo. Os compostos mais
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do

cromatograficamente. Inicialmente, fez-se um estudo da proporcao necessaria

pesados permanecem no liner injetor, ndo sendo analisados
entre amostra/BSTFA. Aproximadamente 20 mg de éleo necessitam de 20 pL

de da mistura BSTFA/TMCS (99:1) para sililacao total dos compostos.

Para analise qualitativa dos compostos organicos volateis presentes neste
Oleo, foi utilizado as mesmas condi¢des usadas na analise qualitativa dos AGTs.

Para a andlise quantitativa foram usados os padrées e ions monitorados
descritos na Tabela XV, e o método de padronizagdo interna. Foram
quantitativamente determinados apenas os acidos graxos livres (AGL), neste caso
analisados na forma de seus derivados sililados, os ésteres metilicos e os ésteres
etilicos pré-existentes no O6leo. Os fitoster6is ndo foram quantificados pela

auséncia de padroes adequados.

Tabela XV: ions monitorados dos analitos quantificados nas amostras de 6leos.

ions

AG(*) |acidos(**) [~ — - — —

ésteres metilicos | ésteres etilicos | acidos(***)
C12:0|laurico 74 nao analisado 73
C14:0 | miristico 74 88 73
C16:1 | palmitoleico 74 ndo analisado |n&o analisado
C16:0 | palmitico 74 88 73
C18:2|linoléico 74/81 88 73
C18:1|oléico 74/69 88 73
C18:0 | estearico 74 88 73
C18:3 |linolenico 74 88 nao analisado
C20:0 | araquidico 74 88 73
C24:0 | lignocérico 74 ndo analisado 73

AG(*): indicagcao usada para acidos graxos (n? de carbonos: n? de ligas duplas)
(**) padrao interno (Pl): éster metilico do &cido behénico e o ion monitorado foi 74
(***) identificados como trimetil silil derivado (TMS)

As condicoes de analise foram idénticas as usadas no processo qualitativo,
exceto pela coluna, modo de andlise e pela rampa de aquecimento da coluna.
Usou-se neste caso, o modo SIM (Single lon Monitoring - Monitoramento de fons
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Selecionados). A coluna usada foi uma OV-5 com 60 metros de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionaria.

O aquecimento do forno obedeceu a seguinte seqiéncia: temperatura inicial
de 200°C, mantida por 8 min, aguecendo-se o forno primeiramente a uma taxa de
3°C/min até 235°C; alterou-se a taxa de aquecimento para 15°C/min até a

temperatura final de 280°C, sendo mantido na temperatura final por 15 min.

3.5.3 TRIACILGLICEROL (TG)

O estudo de triacilglicerol presentes no 6leo de semente de uva foi baseado
no método oficial da AOAC 993.24 “Triglicerideos por Numero de Particido em
Oleos Vegetais”. A cromatografia liquida de fase reversa e com detector de indice
de refragdo foi utilizada como ferramenta analitica para a caracterizagdo e
quantificacdo dos triacilglicerol presentes nessas amostras. A metodologia tem
como base a eluigédo de triacilglicerol em ordem crescente do numero de carbonos
equivalente, esta ordem é apresentada através da Tabela XVI descrita por El-
Hamdy e Perkins [138] e confirmada com a andlise do 6leo de soja comparando
com os dados da literatura.

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, modelo LC 20 AT com
detector de indice de refragdo da Shimadzu RID 20A com 40°C, empregando uma
coluna Supelcosil C-18 (15 cm X 4,6 mm X 5 ym), com o volume de injecao de
20 L, fluxo de 1,5 mL min™ e fase mével composta de acetona e acetonitrila (1:1).

Para a identificagdo dos triacilglicerol foi utilizado a trilinoleina, tripalmitina,
trilaurina e trioleina como padrao de referéncia. A identificacdo teve como base a
construgcdo de um grafico que tinha como variaveis o nimero de ligagdes duplas
(eixo X) versus o logaritmo da raz&o entre o tempo de retengdo de um padrédo
determinado dividido pelo tempo de retencdo da trioleina (eixo Y), termo

simplificado como log oi).
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Tabela XVI: Composicdo de triacilglicerol e seus numeros de carbonos
equivalentes.

TemB(a ;

36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
54:9 54:8 54:7 546 545 5414 543 542 541 540
52:8 52:7 526 525 524 52:3 52:2 52:1 520
50:7 506 505 504 50:3 502 50:1 50:0
48:6 485 484 48:3 48:2 481 48:0
46:5 46:4 46:3 46:2 46:1 46:.0
44:4 44:3 442 441 44:0
42:3 42:2 421 420
40:2 40:1  40:0
38:1 38:.0
36:0
4 ECN = (nimero de carbonos equivalente)

® Indicador de triacilglicerol - 54:9 significa 54 4tomos de carbono e 9 ligacdes duplas
Referéncia 136

Eluicao

3.5.4 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

A cromatografia liquida € uma ferramenta utilizada para compostos
organicos nao volateis que necessitam serem quantificados de forma segura e
confiavel. O estudo de compostos com carater antioxidante foi baseado em relatos
da literatura que apresentavam indicacdes de possiveis compostos, provenientes
da uva e também do material disponivel no laboratério.

Alguns éleos vegetais possuem em sua composi¢cao compostos fendlicos,
presentes na fragdo insaponificavel, estes sdao responsaveis junto com as
vitaminas por apresentar comportamento antioxidante. Dentre os compostos
fendlicos presentes no Oleo de semente de wuva, procurou-se avaliar,
primeiramente, a existéncia do acido galico, catequina, epicatequina e
epigalocatequina.

A analise destes compostos foi realizada com a utilizacao do cromatografo
liquido da Waters equipado com uma bomba de gradiente da Waters série 2695 e
detector de UV/Vis da Waters série 2487 Dual A Absorbéncia Detector,

trabalhando a 280 nm, comprimento de onda este que é indicador de compostos
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fendlicos. A coluna usada foi uma Gemini - C18, com 150 mm de comprimento,
4,6 mm de didmetro interno e 5 um de tamanho de particula. A pré-coluna usada
foi uma Waters -C-18 com 20 mm de comprimento € 4,6 mm de didmetro interno.
Usou-se um loop de 50 uL e um fluxo de 1 mL min™. A fase mével foi composta
por (A) metanol e (B) Agua: Acido Acético (97:3). A variagdo na composicdo da

fase (gradiente) esta apresentada na Tabela XVII.

Tabela XVII: Composicao do gradiente de fase para a analise por HPLC dos
compostos fendlicos

tempo (min) | metanol (A %) | agua: acido acético (97:3) (B %)
0 0 100%
1 0 100%
40 63 37
41 100 0
46 100 0
47 0 100

Além destes compostos, foi analisada a vitamina E (a-tocoferol), também
fazendo uso deste mesmo sistema de HPLC/UV-Vis nas mesmas condi¢cdes,
exceto pela deteccao em 292 nm (tipica para vitamina E) e pela analise no modo
isocratico tendo como fase mével a mistura metanol: agua (96:4).

A quantificagdo do a-tocoferol foi realizada pelo método de padronizacao
externa a partir de solugbes estoque individuais de aproximadamente
1000 mg L'. As misturas dos padrées destas solucbes foram feitas com
concentracdes diferentes para a construcdo da curva de calibracdo. As
concentracdes utilizadas para a construcdo da curva estdo descritas na
Tabela XVIIl.
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Tabela XVIII: Concentracao de vitamina E utilizada para a construcao da curva de
calibracao

curva de calibracao vitamina Eem mg L™
ponto 1 0,90
ponto 2 1,81
ponto 3 3,62
ponto 4 4,52
ponto 5 6,04
Ponto 6 10,9
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das extracoes do Oleo de semente de uva serao
apresentados e discutidos em trés partes, com o intuito de obter uma melhor
compreensao dos mesmos, na seguinte ordem:

12 Parte: Estudo comparativo da eficiéncia de extracdo em termos de
rendimento em massa para os diferentes métodos de extracdo aplicados as
amostras de sementes de uva estudadas neste trabalho;

22 Parte: Analise qualitativa e quantitativa dos éleos de semente de uva
Isabel/Herbemont obtidos pelos diferentes processos de extragdes estudadas
neste trabalho;

32 Parte: Analise qualitativa e quantitativa dos 6leos de diferentes
variedades de semente de uva, estudados neste trabalho, obtidos por prensagem,
Soxhlet e PLE,.
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4.1 ESTUDO COMPARATIVO DOS METODOS DE EXTRACAO DOS OLEOS
DE SEMENTE DE UVA: EFICIENCIA DA EXTRAGAO

Os resultados de extracdo do 6leo de sementes de uva das variedades:
Isabel, mistura de Isabel/Herbemont, mistura de Isabel/Seibel, Cabernet e
Moscatel estdo divididos em duas sec¢des: Métodos de extragdo classicos

(prensagem e Soxhlet) e modernos (US, PLE e SFE).
4.1.1 EXTRACOES CLASSICAS: PRENSAGEM E SOXHLET

Realizou-se um estudo de processos de extracdes classicas: prensagem e
Soxhlet com as diferentes variedades de uvas. Os resultados em termos de

rendimento em massa estao apresentados na Tabela XIX:

Tabela XIX: Variagdo do rendimento em massa para os Oleos extraidos de
semente de uva pelos métodos de prensagem e Soxhlet

Amostras Rendimento em 6leo na Extracao (% m/m)

Prensagem DP (*) Soxhlet DP(*)
Herbemont/Isabel 5,07 0,13 12,7 0,49
Seibel/lsabel 5,15 0,31 11,1 0,05
Isabel 1,35 0,25 7,4 0,07
Cabernet 4,21 0,04 11,1 0,08
Moscatel 6,66 0,14 10,8 1,00
Merlot 5,53 0,86 13,4 0,92

* DP : desvio padrao para duas determinacées

Na extracdo por prensagem a variedade de uva Moscatel apresentou
melhor rendimento em massa, seguida das uvas Merlot, e das misturas
Herbemont/Isabel e Seibel/lsabel. Tendo em vista o baixo rendimento de 6leo da
variedade Isabel quando prensada sozinha, sugere-se que as variedades
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Herbemont e Seibel sejam as responsaveis pela massa de 6leo extraida quando
misturadas.

Quando analisados os resultados das extracbes com Soxhlet verifica-se
que a variedade Merlot apresenta o maior rendimento. As demais variedades
obtiveram resultado em torno de 11 %.

A vitivinicultura brasileira utiliza basicamente uvas hibridas como as
variedades Isabel, Seibel e Herbemont, porém somente as uvas das variedades
Vitis viniferas sao empregadas atualmente na fabricacdo do éleo de semente de
uva [17]. Os resultados das variedades de uvas brasileiras estudadas, conforme a
Tabela XIX, mostraram-se satisfatérios com boa concordancia com o rendimento
em massa com o 6leo comercial (que se encontra entre 10 e 20 %), com excecao
da variedade Isabel que apresentou um rendimento inferior.

As amostras foram extraidas em duplicata e obtiveram um desvio padrao
menor que 1 %. O maior desvio obtido foi da variedade Moscatel quando extraida

com solvente (hexano).

4.1.2 OUTRAS EXTRACOES: ULTRA-SOM, LiQUIDO PRESSURIZADO E
FLUIDO SUPERCRITICO

4.1.2.1 ULTRA-SOM

A extracdo por ultra-som ndo € comumente usada para a obtencdo de
6leo de sementes, mas, por apresentar uma grande versatilidade para a extracao
de diferentes amostras, fez-se uso desta ferramenta para estudar a qualidade e o
rendimento do 6leo extraido utilizando o banho de ultra-som.

Iniciou-se este estudo escolhendo um limite de tempo maximo de trabalho,
que seria usado posteriormente para a construcdo do planejamento experimental.
Visando obter em menor tempo de extragdo uma maior qualidade e rendimento do
Oleo fez-se uma serie de extracbes que variaram de 120 a 480 minutos de

extracdo. Para este primeiro ensaio usou-se hexano como solvente extrator, 3 g
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de semente de uva finamente moida e 100 mL do solvente. A Tabela XX mostra a
média dos resultados obtidos, em duplicata, nesses experimentos.

Tabela XX: Variacdo do rendimento em massa para extragdo com ultra-som do
6leo de semente de uva usando 3 g de semente de uva e 100 mL de solvente

amostras | tempo | rend. (% m/m)
1 120 10,1
2 180 9,67
3 240 8,77
4 300 9,98
5 360 9,47
6 420 9,59
7 480 8,86

Tendo em vista que a diferenca do rendimento em 6éleo extraido nao foi
significativa nesta faixa de tempo, escolheu-se como melhor tempo de extragao
para planejamento experimental, 120 minutos. Os cromatogramas das amostras
também nao apresentaram diferencas significativas indicando que é possivel
trabalhar com este tempo de extracao.

Através destes dados iniciais foi construido o planejamento experimental
com os solventes: hexano (H), mistura de hexano:diclorometano (1:1 v/v) (HD),
diclorometano (D) e acetato de etila (AE). Amostras com uma mistura das
variedades das uvas Herbemont e Isabel foram usadas nas extragbes que tem
seus rendimentos em massa apresentados na Tabela XXI.

Aplicando-se os valores obtidos e usando o programa Statistica for
Windows, obteve-se a seguinte expressao:

Rend. Massa (%) = A0 + A1X1 + A2X2 + A3X3 + A12X1X2 + A13X1X3 +

A23X2X3 + A123X1X2X3 Equacao 3

(*) onde as variaveis sao X1 (massa, em gramas), X2 (tempo de extragdo, em minutos),
X3 (volume de solvente extrator, em mL)
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Tabela XXI: Rendimento em massa dos éleos obtidos por ultra-som usando o
planejamento experimental descrito na Tabela V, com a amostra de semente de
uva Isabel/ Herbemont

Variaveis Rend. % (m/m)

Exp Xi(g) Xz2(min) Xs(mL) H(*) HD() DCM(*) AE(Y)
1 1(-) 30 (-) 25 () 9,55 9,30 9,61 10,6
2 1(-) 120 (+) 25 () 8,92 9,24 10,1 10,0
3 3(+) 30 (-) 25 () 9,37 8,02 9,47 8,53
4 3(+) 120 (+) 25 () 9,56 9,14 9,66 8,89
5 1(-) 30 (-) 100 (+) 10,0 10,6 9,85 10,6
6 1(-) 120(+) 100 (+) 10,1 9,01 10,7 9,40
7 3(+) 30 (-) 100 (+) 9,80 8,54 8,81 9,00
8 3(+) 120(+) 100 (+) 9,97 8,50 9,60 10,8

)

(*) solventes (H) hexano, (HD) solugéo hexano:diclorometano (1:1), (DCM) diclorometano e (AE) acetato de etila.

Através da analise dos dados apresentados na Tabela XXI, verificou-se
que as variaveis usadas neste planejamento ndo resultaram em diferencas
significativas quanto ao valor minimo e maximo de rendimentos obtidos. Esta
confirmagéo é explicada também pela andlise estatistica que mostrou ndo haver
influéncia dos fatores isolados ou em grupos, uma vez que todos os valores de An
encontrados foram inferiores a 1.

Entre os resultados de rendimento o menor valor obtido, 8,53 %
(experimento 3 com hexano) e o maior 10,8 % (experimento 8 com acetato de
etila), porém quando comparamos diferentes solventes na mesma condicdo
experimental o coeficiente de correlacdo néo ultrapassa 1,5 %, o que pode ser
considerada uma variacdo muito pequena para justificar mudangas no método de
extracao.

Somente os resultados parciais do ultra-som sdo apresentados, pois, por
problemas instrumentais, ndo foi possivel realizar todos os experimentos com um

mesmo instrumento (porque estragou de forma irreparavel). Ao se utilizar um novo
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equipamento, os resultados nao se apresentaram comparaveis, indicando que
todo o procedimento deveria ser repetido, 0 que ja ndo era mais possivel, até por
falta de amostra. Desta forma, apenas estes resultados preliminares sao
apresentados e discutidos.

4.1.2.2 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

Para avaliar o rendimento da extracao do 6leo de semente de uva pela
técnica de PLE, utilizou-se, inicialmente, as sementes das variedades Isabel e
Herbemont. Foram empregados os mesmos solventes da extragcdo com ultra-som:
n-hexano, mistura de n-hexano e diclorometano (1:1), diclorometano e acetato de
etila. Para cada solvente utilizado nesta técnica de extragdo, realizou-se um
planejamento experimental semi-fatorial 2°", onde foram avaliadas as variaveis
em dois niveis: massa de semente de uva (1 e 3 g), tempo de extracao (10 e 30
min), ciclos de extracdo (1 e 3), temperatura de extragédo (25 e 100°C) e flush (30
e 150 %). A matriz experimental com as variaveis reais e codificadas (-1 e +1),
juntamente com os resultados do rendimento destas extracdes, esta apresentada
na Tabela XXII.

Através da avaliacao desta Tabela verifica-se que os 6leos das sementes
de uvas, da mistura das variedades Isabel e Herbement, produziram resultados
semelhantes a outros éleos citados na literatura (5 a 20 %).

O rendimento obtido em extracdes utilizando hexano como solvente
extrator permaneceu entre 7 e 11 % de 6leo extraido. Para as amostras extraidas
com solucéo de hexano:DCM (1:1) e DCM esta faixa de rendimento foi estendida
de 9,5 a 14 % e de 11 a 18,3 %, respectivamente. Por outro lado o acetato de
etila, mesmo tendo indice de polaridade superior (4,3) aos demais solventes
(hexano 0,06 e DCM 3,4), produziu rendimentos de 7 a 11,2 %.

Através destes dados foi possivel avaliar e verificar que o solvente que
obteve o melhor rendimento foi o DCM, porém as amostras extraidas com este
solvente também apresentaram a maior diferenga entre 0 menor e o maior

rendimento. Os demais solventes tiveram os rendimentos variando em até 4 % de
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6leo extraido. Comparando os resultados dos trés primeiros solventes (hexano,
hexano/DCM e DCM) verifica-se que o rendimento aumenta com o a medida que o
diclorometano esta em maior proporcao. Este fato indica, o DCM como o melhor
solvente extrator, em termos de rendimento em massa. Outra caracteristica deste
solvente € a facilidade de remocao apés a extracao, devido ao seu baixo ponto de
ebulicao (40,7°C).

Tabela XXII: Variagdo do rendimento em massa de Oleo extraido por PLE, de
acordo com as variaveis estudadas no planejamento experimental fatorial 2°".

Exp Variaveis Rend. % (m/m)
(X1) (X2) (X3) (X4) (X5) H HD DCM AE
1 1g(-) 10(-) 1(-) 25(-) 150 (+)| 6,99 9,79 11,0 8,56
2 39 (+) 10¢() 1(-) 25 (-) 30 (-) 8,22 10,1 10,1 7,28
3 1g(-) 30 (+) 1(-) 25(-) 30¢() 9,15 10,2 11,3 7,93
4 |3g(+) 30(+) 1(-) 25(-) 150 (+)| 8,62 11,9 11,0 7,88
5 1g(-) 10(-) 3 (+) 25(-) 30¢() 8,86 10,7 11,3 7,86
6 [3g(+) 10¢(-) 3 (+) 25(-) 150 (+)| 9,01 10,7 11,1 7,95
7 1g(-) 30 (+) 3 (+) 25(-) 150 (+)| 9,30 10,6 10,6 7,09
8 [3g(+) 30(+) 3 (+) 25(-) 30¢() 9,32 9,48 13,5 8,28
9 1g(-) 10(-) 1(-) 100 (+) 30 (-) 9,67 9,82 10,6 8,12
10 |3g(+) 10¢() 1(-) 100 (+) 150 (+)| 8,90 9,00 11,8 8,12
11 1g(-) 30 (+) 1(-) 100 (+) 150 (+)| 10,6 10,9 11,4 9,43
12 |39 (+) 30 (+) 1(-) 100 (+) 30 (") 10,4 10,8 11,34 8,42
13 |1g() 10(>) 3 (+) 100 (+) 150 (+)| 9,93 10,7 11,9 9,35
14 |3g(+) 10¢(-) 3 (+) 100 (+) 30 (-) 9,63 9,94 11,9 9,89
15 |1g(-) 30 (+) 3 (+) 100 (+) 30 (-) 10,6 11,6 12,2 10,4
16 |39 (+) 30 (+) 3 (+) 100 (+) 150 (+)| 10,9 13,8 18,3 11,1

X1 (massa em gramas), X2 (tempo de extragdo em minutos), X3 (ciclos de extragao), X4
(temperatura de extragcdo em °C), X5 ( flush em %)

(*) solventes (H) hexano, (HD) solucdo hexano:diclorometano (1:1), (DCM) diclorometano
e (AE) acetato de etila.

Os estudos realizados com PLE apresentaram melhores resultados que a
prensagem e Soxhlet. Comparando os rendimentos obtidos em hexano, o Soxhlet
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chegou a 12,66 % enquanto para o método PLE obteve 11%, porém deve-se
considerar que foram necessarias 20 horas para a extragdo com Soxhlet enquanto
que para PLE o maior tempo utilizado foi de 90 minutos. Este desempenho da
extracdo com PLE é conseguido pela influéncia da alta pressao (1500 psi), que
forca a entrada do solvente para dentro dos poros da matriz, extraindo os analitos
com maior facilidade, este processo normalmente ndo acontece quando a
extracao ocorre a pressao atmosfeérica.

Para andlise dos efeitos das variaveis sobre o rendimento da extracdo do
6leo de semente de uva pelo método de extracdo PLE, realizou-se um ajuste de
um modelo empirico (Equacao 4) aos dados experimentais. Os parametros de tal
modelo (relacionados aos efeitos de cada variavel e suas interagbes) foram
analisados segundo o teste t de Student adotando 5% de chance de errar. Todas
as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa Statistica for
Windows, verséo 6.0. Inicialmente, foi realizada a avaliacao dos efeitos utilizando

o modelo da Equacao 4, cujos coeficientes (An) podem ser vistos na Tabela XXIII:

Rend. Massa (%) = A0 + A1X1 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + AS5X5 + A12X1X2 +
A13X1X3 + A14X1 X4+ A15X1X5 + A23X2X3+ A24X2X4+ A25X2X5+ A34X3X4 +
A35X3X5+ A45X4X5 Equacao 4

(*) onde as variaveis sao X1 (massa em gramas), X2 (tempo de extragcdo em minutos), X3
(ciclos de extragao), X4 (temperatura de extragao em °C), X5 (flush em %)

Os valores apresentados em negrito, na Tabela XXIII, expressam as
variaveis ou interacdes entre variaveis que possuem efeitos significativos ao nivel
de 5 %.

Ao avaliar os valores de coeficientes considera-se que quando é obtido
um valor positivo para um determinado efeito, significa que, um aumento nesta
variavel, favorece o rendimento de Oleo extraido, enquanto, para valores
negativos, um aumento no valor da variavel indica que ha um decréscimo no
rendimento do 6leo. Por isso pode-se dizer que quando se aumenta de 1 para 3
ciclos de extracdo com hexano (coeficiente A3) obtém-se um acréscimo de
rendimento de 0,63 % do Oleo extraido em sementes de uvas, por exemplo.
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Tabela XXIII: Coeficientes obtidos da analise de todos os parametros utilizados na
extracdo com PLE.

Coeficientes Hexano Hexano/DCM DCM Acetato de Etila

A0 9,39 10,6 11,9 8,61
A1l 0,00 0,17 1,09 0,03
A2 0,96 1,06 1,26 0,43
A3 0,63 0,61 1,53 0,77
A4 1,40 0,39 1,18 1,50
A5 -0,20 0,56 0,60 0,17
A12 -0,08 0,48 1,07 0,19
A13 0,05 -0,09 1,08 0,62
A14 -0,22 -0,04 0,72 0,04
A15 0,16 0,67 0,72 0,13
A23 -0,28 -0,21 0,86 0,03
A24 0,14 0,86 0,52 0,56
A25 0,19 0,68 0,14 -0,03
A34 -0,25 0,75 0,74 0,89
A35 0,39 0,43 0,12 -0,39
A45 0,21 -0,03 1,24 0,14

A média dos resultados obtidos pelos experimentos, para cada solvente
extrator, é apresentada pelos coeficientes A0. Quando esta variavel é analisada
verifica-se que os melhores rendimentos, em massa, foram obtidos utilizando o
DCM como solvente extrator, provavelmente isso seja decorrente do poder de
orientacdo dos dipolos que este solvente possui em relacdo aos demais, isso faz
com que esse solvente extraia tanto compostos polares como apolares. O oposto
ocorre para o acetato de etila, que possui uma alta polaridade, mas uma baixa
constante dielétrica.

Outro fator importante é a capacidade de difusdo que o DCM possui,
devido a sua pequena estrutura, esta caracteristica faz com que haja facilidade na

entrada nos poros das sementes.
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Para os 0leos extraidos com hexano as variaveis tempo, numero de ciclos
e temperatura apresentaram ser significativos, pois apresentaram os maiores
efeitos, jA& para as amostras com hexano/DCM o flush também mostrou ser
significativo, porém neste caso os maiores efeitos foram obtidos para o tempo de
extracao e pela sobreposicao das variaveis de tempo e temperatura.

Quando se analisa os resultados das amostras extraidas com DCM
observa-se que todas as variaveis sao significativas e que com excecao do flush
todas apresentam um acréscimo maior que 1 %, quando aumentado do menor
para o maior nivel das variaveis.

Por outro lado as amostras extraidas com acetato de etila apresentaram,
praticamente, as mesmas variaveis significativas que o planejamento experimental
com hexano. A diferenca estd na intensidade destes fatores e na ordem de
disposicdo, sendo que neste caso a temperatura (1,50), o numero de ciclos
(0,773) e o tempo (0,428), respectivamente, seguem uma ordem decrescente de
intensidade de efeito sobre o rendimento.

Apesar dos quatro planejamentos apresentarem diferengas entre o0s
fatores significativos, pode-se constatar que o tempo, o numero de ciclos e a
temperatura sempre sdo fatores significativos e auxiliam para o acréscimo de
rendimento nas extracdes. Outro fator importante é que a medida que se aumenta
a quantidade de DCM para a extracdo também aumenta o numero de efeitos
significativos em cada planejamento.

Ao avaliar os coeficientes A2 (tempo) de cada planejamento experimental
pode-se verificar que a intensidade destes, é dada na seguinte ordem crescente:
acetato de etila <hexano<solucdo de hexano:DCM<DCM, o resultado desta
variavel mostra que quanto maior o tempo maior é capacidade de difusibilidade do
solvente nos poros da amostra, como o solventes possuem estruturas diferentes é
facil entender que solventes menores terdo um acesso mais rapido que solventes
de maior volume.

O estudo mostrou que se o solvente passar mais de uma vez pela amostra

existe uma tendéncia de uma maior extragdo do Oleo de semente de uva,
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provavelmente isso ocorra pelo fato de aumentar a capacidade de transferéncia de
massa, esse processo € analogo a outros métodos de extracao, como o Soxhlet.

A temperatura foi uma variavel importante no acréscimo de rendimento
das extracdes, que mostraram que a 100°C ha uma maior extragdo dos analitos.
Com o aumento da temperatura ha um aumento da capacidade dos solventes
solubilizar os analitos, devido ao enfraquecimento das pontes de hidrogénio entre
a matriz e os analitos, além disso, ha uma maior penetrabilidade dos solventes
nos poros da matriz devido ao decréscimo de viscosidade e a tensao superficial do
solvente.

O estudo das principais influéncias que as variaveis apresentaram em
cada planejamento experimental, com diferentes solventes extratores, sera

apresentado nos préximos itens:

a) andlise das variaveis para as extragdes com hexano

Os valores dos coeficientes indicam que a variavel com maior efeito
(1,40 %) é a temperatura. As variaveis X3 (ciclos) e X2 (tempo de extragéo)
manifestaram efeitos positivo 0,630 % e 0,964 %, respectivamente,porém de
menor intensidade. Este resultado indica que quando se aumenta o tempo de
extragdo ou numero de ciclos de extracdo ha também um acréscimo de
rendimento na extracédo do dleo.

A interagdo das variaveis X3 (ciclos) e X5 (flush) promove um acréscimo
de rendimento na ordem de 0,393 %. Embora o efeito desta interacdo seja
positivo, é inferior ao conseguido pelas variaveis X2, X3 e X5 isoladamente. As
demais interagdes entre as variaveis nao mostram efeitos significativos para as

amostras extraidas com hexano.

b) analise das variaveis para as extragdes com solu¢do de hexano:DCM (1:1)

A varidvel X2 (tempo) apresentou o maior efeito (1,07 %) para o aumento
do rendimento das amostras extraidas com a solugdo de hexano:DCM (1:1),
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indicando que 10 minutos ndo sao suficientes para a extracdo de todo o 6leo da
amostra e que ha uma tendéncia de acréscimo de 1 % de 6leo ao extrair as
amostras com 30 minutos. As varidveis X3 (ciclos), X5 (flush) e X4 (temperatura)
também obtiveram efeitos positivos em ordem decrescentes de importancia
0,61 %, 0,56 % e 0,39 %, respectivamente.

Quando o efeito das interacdes entre X1 (massa) e X5 (flush) ou X2
(tempo) e X5 (flush) sdo estudadas verifica-se que ocorrem efeitos positivos
semelhantes, o que significa que em qualquer uma destas situacdes obtemos um
aumento, aproximado, de 0,6 % no rendimento do 6leo extraido. Outras variaveis
possuem interagdes significativas para a extracdo do 6leo de semente de uva,
como, por exemplo, a interacdo de X3 (ciclos) e X5 (flush) que apresenta um
aumento de rendimento de 0,43 % quando estas duas variaveis atuam em
conjunto.

Porém as inter-relacdes das variaveis X3 e X4 (ciclos e temperatura) e X2
e X4 (tempo e temperatura) apresentaram efeitos positivos significativos
superiores até entdo encontrados para a relacdo entre duas variaveis. Os valores
0,75 e 0,86, respectivamente, para cada uma destas relacbes demonstra que a
temperatura atua de forma conjunta com o tempo € com o numero de ciclos para

um maior rendimento da extragao.

c) analise das variaveis para as extracées com DCM

Em extracbes com DCM verifica-se que todas as variaveis independentes
promovem efeitos significativos positivos e que com excec¢ao da inter-relagao entre
a variavel X3 e a variavel X5 todos os efeitos encontrados da relacao entre duas
variaveis também sao significativos positivamente. Contudo, quando se estuda
cada caso isoladamente, a variavel X3 apresenta um aumento de 1,53 % de
rendimento quando aumentamos de um para trés ciclos de extracdo. Este
aumento de rendimento de extracdo é referente ao niumero de vezes em que o
solvente passa pela amostra para extrair os compostos. Este efeito ja foi
observado em extragées liquido - liquido e sélido — liquido [139].
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As outras variaveis tiveram seus efeitos de menor intensidade, 1,10 %
(X2), 1,26 % (X3), 1,18 % (X4) e 0,600 % (X5), porém continuaram a mostrar
valores significativos para o aumento de rendimento ao longo do planejamento.

A interacdo X4X5 apresentou 1,23 % de aumento no rendimento, seguidas
da relacdo de X1X3 e X1X4 que produziram valores semelhantes e proximos a
1,07. Estas ultimas interagdes sao interessantes pelo fato de ser o unico
planejamento experimental que mostrou a variavel massa como uma variavel

significativa, demonstrando assim uma maior capacidade de extracao do solvente.

d) andlise das variaveis para as extracées com acetato de etila

As extragcdes do planejamento experimental 2°' com acetato de etila
mostraram resultados pouco satisfatorios, sendo este solvente o que apresentou o
menor resultado em termos de extragao.

As variaveis que se mostraram significativas para este planejamento foram
as mesmas para as extragdes com hexano, X2 (tempo), X3 (ciclos) e X4
(temperatura). A temperatura também foi a principal variavel mostrando um efeito
de 1,50 % de rendimento quando se aumenta do nivel minimo da variavel ao
maximo.

A inter-relacdo entre X3 e X4 mostrou efeito significativo positivo (0,89)
seguidos da relacdo entre X1X3 e X2X4, que apresentaram 0,62 % e 0,55 %,
respectivamente. Porém verifica-se que também existe um efeito negativo quando
se relaciona a variavel X3 (ciclos) com a variavel X5 (flush) (-0,387) o que nao
acontece em outros solventes estudados.

4.1.2.2.1 ANALISE DOS RESIDUOS

Ao processar os resultados e discriminar somente os fatores dos
coeficientes significativos obtemos um modelo experimental simplificado para cada
solvente extrator, através do coeficiente de correlacao gerado pelo modelo pode-
se verificar se 0 modelo criado estd ou nao ajustado aos dados experimentais. As
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Equacoes 5, 6, 7, 8 expressam os modelos criados para as extragées em hexano,
solucao de hexano:DCM (1:1), DCM e acetato de etila, respectivamente, por PLE.

R (%) = AO + A2X2 + A3X3 + A4X4 + A35X3X5 Equagéo 5

R(%) = A0 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + A5X5 + A15X1X5 + A24X2X4 + A25X2X5 +
A34X3X4 + A35X3X5 Equacao 6

R(%) = A0 + A1X1 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + ASX5 + A12X1X2 + A13X1X3 + A14X1X4 +
A15X1X5 + A23X2X3 + A24X2X4 + A34X3X4 + A45X4X5 Equacao 7

R(%) = A0 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + A13X1X3 + A24X2X4 + A34X3X4 +
A35X3X5 Equacao 8

(*) onde as variaveis sao: X2 (tempo de extragcdo em minutos), X3 (ciclos de extracdo), X4
(temperatura de extragdo em °C), X5 ( flush em %)

A partir de cada equacao realizou-se a analise da relagao entre os valores
obtidos experimentalmente e os valores estimados através do modelo, a diferenca
entre o experimental e 0 modelo proposto, é dado através do residuo. A Figura 15
apresenta a comparacado grafica para os residuos com hexano, solucdo de
hexano:DCM, DCM e acetato de etila por PLE, conforme os dados da Tabela XXII.
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Figura 15: Comparacao grafica entre os resultados de residuos obtidos com
hexano, hexano:DCM, DCM e Acetato de Etila (Tabela XXIIl) em PLE para o
planejamento semi-fatorial 2°".

Os experimentos H1 e H11 apresentaram os maiores residuos entre os
experimentos com hexano, ou seja, a maior diferenca entre o valor experimental e
o teodrico, 0 que indica que o modelo € menos adequado para estes experimentos..
Porém nenhuma das amostras apresentou residuos superiores 0,65. O modelo
proposto para os experimentos com hexano também foi o que apresentou maior
residuo dentre os planejamentos experimentais.

A correlacdo entre o modelo proposto para as extragdes, com a solucao
hexano:DCM (1:1), e os valores experimentais apresentou coeficiente 0,99, muito
préximo a 1, o que mostra a similaridade existente entre os valores experimentais
e teodricos.

Através da analise geral destes dados (Tabela XXIll e Figura 15) pode-se
verificar que as amostras HD-4 e HD-12 apresentam os maiores valores de
residuo, porém estes valores sdao pequenos (0,27 e 0,23, respectivamente). As
demais amostras apresentam residuos inferiores a 0,2.

Para a construcdo do modelo (Equacao 7) em amostras extraidas com
DCM, verificou-se que, salvo a combinacdo de variaveis X2X5, as demais

variaveis sao significativas e ndo podem ser retiradas para a construcao de um
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modelo mais simplificado. Através deste modelo foi possivel analisar a diferenca
entre 0 modelo tedrico e os dados experimentais, cujos valores sdo comparados
na Figura 15 que mostra que o residuo nao possui valores superiores a 0,13, por
isso pode-se dizer que todos os valores do modelo estdo muito bem adequados
ao resultados experimentais sugerido para as amostras extraidas com DCM. Isso
€ confirmado com o coeficiente de correlacao de 0,99.

A analise dos resultados obtidos com acetato de etila foi também expressa
sob a forma de equacao ( 8). Na Figura 15 sido encontrados valores de residuos
inferiores a 0,2 e coeficiente de correlacao 0,99 o que indica que o modelo esta
adequado as amostras extraidas com esse solvente.

Embora a amostra 16 do planejamento experimental com acetato de etila
também apresente o maior rendimento de todo o planejamento, também é o que
apresenta maior residuo, demonstrando que o modelo proposto € menos

adequado para este experimento.

4.1.2.22 EXTRAGCAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO APLICADA A
SEMENTES DE DIFERENTES VARIEDADES DE UVA

Na industria de 6leos o solvente mais utilizado é o hexano, por isso,
mesmo nado tendo oferecido os melhores resultados, foi necessario realizar as
extragdes com as demais amostras de sementes de uvas com este solvente a fim
de comparar com métodos classicos de extracdo. Os resultados destas extragdes
estdo apresentados na Tabela XXIV:

As condicles utilizadas para a extracao das variedades citadas, foram 3 g
de semente de uva moida em 3 ciclos com 30 minutos de extracao a 100°C e com
150 % de flush, considerada a melhor condi¢do para PLE nas anadlises anteriores

com a mistura de sementes Isabel/Herbemont.
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Tabela XXIV: Extracbes de sementes de uvas em hexano utilizando PLE na
melhor condicdo do planejamento experimental.

amostras rendimento (% m/m) (*)
Herbemont/Isabel 10,9 + 0,25
Seibel/lsabel 10,9 + 0,14
Isabel 8,29 + 1,05
Cabernet 8,54 + 0,99
Moscatel 12,2 + 0,17
Merlot 11,9 + 0,81

(*)Resultados obtidos em duplicata.

Os resultados obtidos das extracbes com PLE mostraram que as
diferentes variedades de sementes de uvas apresentaram rendimentos
semelhantes as extragdes com Soxhlet e prensagem. A semente de uva da
variedade Isabel apresentou um rendimento inferior, confirmando os resultados
obtidos por outros métodos de extracao.

Através dos resultados obtidos com o planejamento experimental
realizado anteriormente é possivel sugerir que quando utilizados outros solventes,
como DCM, obtém-se maiores rendimentos de 6leo com estas variedades de

sementes de uva.
4.1.2.3 EXTRAQAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

Para a extracdo com fluido supercritico foram realizadas somente
extragbes com a mistura das variedades Isabel e Herbemont. O dleo desta
amostra foi extraido utilizando diéxido de carbono como fluido extrator, no estado
sub e supercritico e, posteriormente, com propano e solventes modificadores. As
condicbes de extracdo com CO,, assim como os rendimentos obtidos estao
apresentados na Tabela XXV e na Figura 16 através da coleta de fragdes de 20
em 20 minutos ao longo da extracdo. Apesar de utilizarmos CO, em condigcdes
subcriticas e supercriticas, os experimentos foram todos classificados como SFE.
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O correto seria chamar tais experimentos de Extracao com Fluidos Pressurizados,
mas isto poderia causar alguma confusdo com os resultados de PLE.

Tabela XXV: Extracdes realizadas com fluxo de 2 mL min® com CO, como
solvente supercritico para a amostra da mistura das variedades Isabel e
Herbemont

condigdo temperatura(®C) presséo (bar) den3|d.ade rendimento (%)
reduzida
CO2 -1 30 110 1,70 3,52
CO,-2 45 181,6 1,70 6,38
CO,-3 60 254 1,70 7,92
CO,-4 45 108 1,10 0,68
CO;-5 45 118,4 1,40 1,75
CO,-6 45 250 1,85 7,83
CO,-7 45 60 0,83 0,56

Amostras que foram extraidas em uma mesma densidade reduzida, porém
em temperatura e pressao diferentes, apresentaram rendimentos diferenciados,
indicando que a densidade reduzida ndo atua como fator isolado. O mesmo ocorre
quando se trabalha com a mesma temperatura, porém pressao e densidade
reduzida distinta.

Os resultados, descritos na Tabela XXV, indicam que o maior rendimento
na extracado do 6leo das sementes de uvas com CO, foram apresentados nas
condicbes 6 e 3 e que, nestas condicbes, o aumento da densidade reduzida
provocado pelo acréscimo de 15°C nao foi suficiente para obter um rendimento
superior a 8%.
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Figura 16: Variacdo do rendimento com o tempo para extracées subcriticas e
supercriticas realizadas com CO., em diferentes condicoes de temperatura,
densidade reduzida e pressao, para a amostra de sementes de uva tipo Isabel e
Herbemont.

Quando se trabalha com condicoes de densidades reduzidas menores que
1,7 (experimentos 4, 5 e 7, Tabela XXVI) obtemos os menores rendimentos de
6leo de sementes de uva em CO, como fluido supercritico. Quando a temperatura
de extragdo esta acima do seu ponto critico, tem-se o poder de difusibilidade
aumentado, o0 mesmo ocorre com a solvatacdo devido ao seu aumento de
pressao.

Na condi¢cdo 1, verifica-se que mesmo tendo densidade reduzida (1,7)
muito proxima, as condi¢cdes de maior rendimento (3 e 6), ndo se obteve o0 mesmo
resultado, o que se deve, provavelmente, a baixa temperatura de extracao (30°C)
que compete com os efeitos de densidade. A temperatura neste caso atua
diminuindo a difusibilidade do CO, e aumentando a viscosidade, ndo deixando que
ocorra uma extracao mais eficiente.

Quando comparado os resultados dos experimentos (2, 4, 5, 6 e 7) com
mesma temperatura podemos observar que a medida que se aumenta o efeito da
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densidade existe uma maior extracdo do 6leo devido a maior solvatacdo dos
analitos presentes na amostra.

Na seqlUéncia dos experimentos de SFE, foi usado propano como fluido
extrator. Os rendimentos para as extragdes com propano estdo apresentados na
Figura 17, através da coleta de pontos de 1 em 1 minuto até 5 minutos e de 10
em 10 minutos até o final de 30 minutos de extracao.

A amostra de semente de uva (mistura do tipo Isabel e Herbemont)
também foi extraida com propano como solvente na regido subcritica. Embora
este solvente ndo seja muito utilizado em escala industrial apresentou resultados
superiores para extracdo de dleo de sementes de uvas, comparado com as

extracoes realizadas com COa.

12

Prop 1—¥— 30°C, 100 bar e 2,35 g cnm®
Prop 2 -0O—45<C, 100 bar e 2,25 g cnm®

11 |

-
o

©
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Figura 17: Variacdo do rendimento com o tempo para extracées subcriticas e
supercriticas realizadas com propano, em diferentes condi¢cdes de temperatura,
densidade reduzida e pressdo, para a amostra de sementes de uva tipo Isabel e
Herbemont.

As extracbes realizadas com propano em mesma pressao e densidades
reduzidas semelhantes mostram um pequeno acréscimo quando se aumentou a
temperatura de 30°C para 45°C. Sabendo que as condicdes criticas de presséao e
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temperatura para o propano sao 97°C e 41,8 bar, respectivamente, pode-se dizer
qgue as extracdes da amostra ocorreu na regiao subcritica.

Os resultados indicam que para a extracao de 6leo de semente de uva,
utilizando propano como solvente, o processo podera ser empregado com
pressdes e temperaturas menores, proporcionando menor custo de operacao.
Além de ser um solvente que como o CO, ndo necessita de uma etapa de
evaporacao do solvente.

Extracbes em baixas temperaturas sao interessantes para obter produtos
enriquecidos em compostos minoritarios como proteinas, vitaminas e outros
compostos antioxidantes que sdo sensiveis a variagdes de temperatura. Estes
produtos, geralmente possuem um grande valor agregado devido a maior
qualidade.

Pode-se comparar os resultados para a melhor condicdo com CO.
(experimento 3; T = 60°C; P = 254 bar e p° = 1,7) com a melhor condigdo com
propano (experimento 2; T = 45°C; P = 100 bar e p* = 2,25) através das Figuras
16 e 17. Pode-se, entdo, avaliar que o propano é melhor solvente extrator que o
CO; para 6leo de semente de uva. Isto provavelmente se deve a solubilidade
seletiva que o CO, tem com compostos lipofilicos de baixo peso molecular (abaixo
de 500 Daltons) como acidos graxos livres, ésteres, monoglicerideos e alguns
diglicerideos. Contudo na composi¢cao da amostra existe uma grande quantidade
de triacilglicerol os quais tém menor solubilidade neste solvente. Por esta razéo,
30 minutos de extracdo com propano foram suficientes para superar o rendimento
de 220 minutos com CO,

4.1.2.3.1 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO COM SOLVENTES
MODIFICADORES EM CO;

Para explorar todos os recursos disponiveis dentro da extracao
supercritica e poder comparar com os 6leos extraidos com outros métodos de
extracdo como PLE, uma amostra de sementes de uva (mistura Isabel/Herbemont)

foi extraida com adicdo de 10 % de solventes modificadores em CO.. Os

Lisiane dos Santos Freitas 75



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

solventes utilizados e suas principais propriedades estdao apresentados na Tabela
XXVI.

Tabela XXVI: Propriedades dos solventes modificadores usados na SFE (CO.,)

solventes
propriedades H DCM AE MeOH
ponto de ebuligédo (°C) 68,7 40,7 77,1 67,4

indice de refragao (20°C) 1,37 1,42 1,372 1,33
constante dielétrica (25°C) 1,88 8,93 6,02 32,63
pressao critica (atm) 29,5 61,5 37,8 79,86
temperatura critica (°C) 234,8 245 250,1 240

(*) solventes : (H) hexano, (DCM) diclorometano, (AE) acetato de etila e (MeOH) metanol [64].

O uso de solventes modificadores é realizado para aumentar o rendimento
da extracao, retirando um maior nimero de compostos que nao sédo solluveis no
solvente principal. Geralmente, usam-se solventes polares em extra¢gdes com CO,
devido a baixa polaridade deste solvente.

A solubilidade de compostos, contendo elementos como oxigénio e
nitrogénio, pode ser aumentada quando se tém solventes capazes de realizar
pontes de hidrogénio. Hidrocarbonetos (hexano) possuem baixa capacidade de
formar pontes de hidrogénio, assim como o diclorometano, que € classificado
segundo Burrell [79], como um solvente pobre. Ja o acetato de etila é classificado
como solvente moderado e o metanol, por sua vez, por possuir uma maior
tendéncia de formar pontes de hidrogénio, classifica-se como um solvente forte.

A Tabela XXVII apresenta as condi¢des e os resultados para a SFE com
CO. e com solventes modificadores e a Figura 18 apresenta estes resultados de

forma grafica para melhor visualizagcao dos efeitos.
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Tabela XXVII: Resultados e condicdes para as extracdes do 6leo de semente de
uva utilizando SFE com CO, e 10% dos solventes modificadores na pressao de
181 bar e temperatura de 45°C.

solvente fluxo de CO, fluxo de solvente R%
modificador  (mL min?) modificador (mL min)  (m/m)
hexano 0,49 1,51 9,51
hexano/DCM 0,36 1,64 9,63
DCM 0,28 1,72 8,89
acetato de etila 0,39 1,61 11,1
metanol 0,18 1,82 11,4

R(%) = rendimento em massa.

—o—H
—Oo—HD

Rendimento do dleo de semente de uva (m/m)

—“+-AE
—=—MeOH

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Tempo (min)

Figura 18: Variacdo do rendimento com o tempo para extragdes supercriticas
realizadas com CO. e adicdo de 10 % de solventes modificadores na pressao de
181 bar e temperatura de 45°C, para a amostra de sementes de uva tipo Isabel e
Herbemont.

Estes resultados demonstram que o rendimento em massa dos 6leos
extraidos foi maior para o metanol (chegando a 11,4 %), seguido do acetato de
etila (11,1 %), solugdo hexano:DCM (9,63 %) e o menor rendimento foi obtido com
o DCM (8,89 %).
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A extragdo com hexano chega a 9,51 % e, mesmo n&do sendo o solvente
que tem maior rendimento, nos primeiros 100 minutos a quantidade de éleo
extraida é maior que com DCM e com solucdo de hexano/DCM O mesmo
acontece quando € analisado o comportamento do acetato de etila.

O acetato de etila mostrou um bom rendimento de éleo extraido em
relagdo aos demais solventes. Quando s&o estudadas as caracteristicas dos
solventes (Tabela XXVII) verifica-se que o acetato de etila apresenta menor
constante dielétrica que o diclorometano, provavelmente devido a sua menor
capacidade de orientar seus dipolos, tendo por isso maior tendéncia de extrair
compostos lipofilicos que o DCM.

Ao analisar o poder solvente da mistura de hexano/DCM (1:1 v/v) verifica-
se que a quantidade de hexano presente nesta mistura nao foi suficiente para a
extracao de todos os compostos da amostra, o DCM é capaz de extrair compostos
mais polares.

A curva de rendimento obtida para a extracdo com metanol mostra um
comportamento atipico em relacdo aos demais solventes. Este solvente extrai
menos nos primeiros 60 minutos e somente ap6s os 140 minutos ultrapassa o
rendimento com acetato de etila. Provavelmente, isso € devido a grande
quantidade de compostos apolares presentes no 6leo, 0 metanol somente é capaz
de solubilizar os triacilglicerol e acidos graxos quando ha possibilidade de formar
pontes de hidrogénio com 0s mesmos.

As extragbes com solventes modificadores mostraram que o melhor
rendimento foi conseguido utilizando o solvente mais polar, porém este solvente é
muito téxico. Como alternativa de solventes polares optou-se por fazer um estudo
utilizando o etanol como solvente modificador sendo este recomendado pela FDA
(Food and Drugs Agency). Este estudo visa avaliar a minima quantidade de
solvente em um método de extracdo nas mesmas condigcbes de temperatura
(45°C) e pressao (181 bar) com CO.. Os resultados obtidos utilizando o etanol

como solvente estao expressos na Tabela XXVIII e representados na Figura 19.
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Tabela XXVIII: Resultados e condicdes para as extracdes do 6leo de semente de
uva utilizando SFE com CO. e etanol como solvente modificador na pressao de
181 bar e temperatura de 45°C.

exp. SMOP fluxo de_ (_':102 fluxo de gtgnol % (m/m)
(% )(™) (mL min™) (mL min™)

Et—1 3 1,92 0,08 7,97

Et-2 5 1,87 0,13 7,83

Et-3 10 1,74 0,26 9,88

Et—4 15 1,62 0,38 10,6

Et-5 20 1,50 0.50 10,4

(*) SMOD = percentual de solvente modificador adicionado

Rendimento de éleo de semente de uva (m/m)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Tempo (min)

Figura 19: Variacdo do rendimento com o tempo para extragdes supercriticas
realizadas com CO, e adicdo de etanol como solvente modificador na pressao de
181 bar e temperatura de 45°C, para a amostra de sementes de uva tipo Isabel e
Herbemont.

Ao extrair a amostra com 10 % de etanol, a 45°C e 181 bar (condigcéo 3),
verificou-se um rendimento de 9,88 %. Este resultado foi menor comparado ao

obtido com metanol nas mesmas condi¢ées (11,40 %).
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As condicbes 4 (15 %) e 5 (20 %) apresentaram rendimentos
semelhantes, 10,6 % e 10,4 %, respectivamente, o que indica que, acima de 15 %
de solvente modificador, ndo ha nenhum acréscimo no rendimento de Oleo
extraido.

Os resultados mostrados na Figura 19 indicam que adicao de até 5 % de
solvente modificador nao é suficiente para a total extracdo do 6leo de semente de
uva da mistura das variedades Isabel e Herbemont. Quando a extracao do 6leo é
acompanhada, ao longo do experimento, verifica-se que o 6leo é extraido a
medida que o solvente entra em contato com os compostos dentro dos poros da

semente. O mesmo ndo ocorre quando se coloca um excesso de etanol (> 10 %).

4.2 ANALISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA DOS OLEOS DE SEMENTES
DE UVA ISABEL/HERBEMONT OBTIDOS PELOS DIFERENTES PROCESSOS
DE EXTRACOES ESTUDADAS NESTE TRABALHO

4.2.1.1 ANALISE QUALITATIVA DOS ACIDOS GRAXOS TOTAIS

Foram analisados dois tipos de éleos de semente de uva comerciais: um
comestivel (Borges) e outro usado para fins de producdo de cosméticos e
farmacéuticos (Ipiranga). Os cromatogramas para a analise qualitativa inicial dos
AGT nos 6leos extraidos serdo apresentados apenas com a técnica de
prensagem, uma vez que ndo ocorreram diferencas qualitativas consideraveis
para os outros métodos de extragao.

A maioria dos compostos presentes nos 6leos vegetais sdo ésteres de
acidos graxos ligados ao glicerol. Essa fragdo possui concentracdo de
aproximadamente 95 % do total dos compostos. Esses compostos podem ser
caracterizados ap6s o procedimento de saponificacdo. Para a analise qualitativa e
quantitativa da fracdo saponificavel realizou-se o procedimento descrito na parte
experimental Secao 3.6.3.1, pagina 49. A Figura 20 apresenta os cromatogramas

referentes as amostras de 6leos de sementes de uva derivatizados com BF3; em
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metanol. A identificacdo dos compostos majoritarios nesta Figura esta
apresentada na Tabela XXX.

(a)

5 6 3
T

7

8
= (b)
12
11
10

5 6 @
) R |

(c)

15

1 2 3 4l & 10 1314 ﬁ

50 tempo de retencio {(min) 1l)ll)

Figura 20: Cromatogramas do fon Total das amostras de 6leo de semente de uva
derivatizadas com BF3; em metanol: (a) 6leo Borges, (b) 6leo Ipiranga e (c) éleo de
prensagem de semente de uva Isabel/Herbemont.

Condigbes cromatogréficas descritas na parte experimental (Secdo 3.6.3.1) e
identificacdo dos picos de acordo com a Tabela XXX
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Tabela XXIX: Identificacdo dos compostos presentes no éleo de semente de uva
representado na Figura 20.

pico formula nome

C11H220, caprato de metila
C13H2602 laurato de metila
C15H3002 miristato de metila
C17H3202 palmitoleato de metila
C17H3402 palmitato de metila
C1sH3602 palmitato de etila
C19H3402 linoleato de metila
C19H3602 oleato de metila
C19H3302 estearato de metila
C20H3602 linoleato de etila
CooH3s02 oleato de etila
CooH4002 estearato de etila
C21H420, araquidato de metila

D oo oD © o N g RN =

CasHs5002  lignocerato de metila
15 CasH4s02> brassicasterol

Observando a Figura 20, verificam-se somente compostos como acidos
graxos sao identificados. Além disso, pode ser sugerido que o &cido linoléico e
oléico (picos 7 e 8) sdo encontrados em quantidades superiores aos demais
compostos, visto que a intensidade do sinal apresentada no cromatograma € bem
superior aos demais compostos.

Além dos acidos graxos, apresentados aqui como ésteres metilicos,
alguns ésteres etilicos como, o linoleato de etila, o oleato de etila e o estearato de
etila foram identificados nas amostras analisadas.

O brassicasterol (pico 15) foi identificado somente na amostra de 6éleo
bruto extraido por prensagem. A presenca de apenas um fitosterol (brassicasterol)
sugere que a maioria dos fitosterois presentes no 6leo de semente de uva esteja

presente na fracdo de compostos de insaponificaveis.
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4.2.1.2 ANALISE QUANTITATIVA DOS ACIDOS GRAXOS TOTAIS

A analise quantitativa dos acidos graxos totais foi realizada nos 6leos da
mistura das sementes Isabel/Herbemont extraidas por Soxhlet, prensagem, PLE e
SFE. Também foram quantificados os acidos graxos totais das amostras
comercias, para fins de comparacao. As analises foram analisadas em duplicata e
valor representado é a média dos resultados obtidos.

A andlise quantitativa dos 6leos foi realizada como descrito no Secao
3.5.1 (pagina 48) da parte experimental. Com esse procedimento os acidos graxos
livres e os acidos graxos ligados ao glicerol que tenham sofrido saponificacao
foram derivatizados com uma solucdo de BF3z em metanol 12 % e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas no modo SIM, o qual
aumenta a sensibilidade e é seletivo para os compostos de interesse.

4.2.1.2.1 ()LEQS DE SEMENTE DE UVA COMERCIAIS E OBTIDOS POR
METODOS CLASSICOS (PRENSAGEM E SOXHLET)

Primeiramente foram quantificados os AGT nos dois 6leos comerciais e
nos 6leos obtidos por métodos classicos de extracdo (prensagem e Soxhlet) da
mistura de sementes de uva das variedades Isabel e Herbemont.

A Figura 21 apresenta um exemplo de cromatograma obtido para o 6leo
de semente de uva extraido por prensagem (da mistura de sementes
Isabel/Herbemont) e um cromatograma da mistura de padrdes utilizados na
quantificacdo de acidos graxos totais em éleo de semente de uva. Os demais
cromatogramas obtidos apresentaram-se semelhantes a este, de forma que nao

serao apresentados aqui.

83

Lisiane dos Santos Freitas



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

ac. linoléico

ac. palmitico
ac. oléico
ac. estearico
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ac. palmitoleico
ac. araquidico
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Figura 21: Cromatogramas (GC/MS — modo SIM) para a quantificacao de AGT (a)
6leo obtido por prensagem de sementes de uva da mistura de Isabel e Herbemont
e (b) dos padrdes utilizados para quantificacdo dos AGT na forma de ésteres
metilicos.

Condigbes de andlise estdo descritas na Secédo 3.5.1, pdgina 48.

Os resultados quantitativos estao apresentados na Tabela XXX. Os 6leos
comerciais sdo provenientes de uvas da variedade Vitis vinifera e estao dentro do
regulamentado estabelecido pela ANVISA (Tabela lll, pagina 9) para produto com
fins alimenticios.

Através da analise dos dados observa-se que os 6leos comerciais estao
dentro da faixa limite especificada pela ANVISA. A presenca de acidos graxos
insaturados como linoléico e oléico compreendem cerca de 85 % da composicao
do Oleo de sementes de uva comercializado no Brasil tanto para fins
farmacéuticos como para fins alimenticios.

Resultados transcritos do certificado de analise, fornecidos pela empresa
importadora do éleo de semente de uva B, indicam que cerca de 88 % do total dos
acidos graxos sao formados pelos acidos linoléico e oléico. O certificado de
analise apresentou também a quantificacdo dos outros acidos graxos, palmitico
(6,4 %), palmitoleico (0,1 %), oléico (16,4 %), linoléico (72,5 %), estearico (3,8 %),
linolénico (0,3 %) e araquidico (0,2 %).
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Tabela XXX: Quantificacao de acidos graxos totais em 6éleo de semente de uva
(comercial e extraido por prensagem e Soxhlet da mistura de sementes de uva
Isabel e Herbemont) e comparagédo com dados da ANVISA.

composicao percentual em massa (%)

acidos(*) (c:)merma(uBs) plf:::;/Herbse::(ﬁF;t ANVISA
C12:0 laurico 0,01 NI 0,01 0,02 <0,5
C14:0  miristico 0,03 NI 0,03 0,04 <0,3
C16:1  palmitoleico 0,14 NI 0,18 0,19 <1,2
C16:0  palmitico 7,43 6,91 7,82 7,99 5,5-11
C18:2 linoléico 62,6 69,8 66,4 68,2 58-78
C18:1  oléico 24,6 18,7 20,8 18,9 12228
C18:0  estearico 5,31 4,37 4,52 4,51 3a6
C20:0 araquidico 0,06 0,21 0,12 0,12 <1
C24:0 lignocérico NI NI 0,01 0,05 <0,1

(*) &cidos determinados como seus ésteres metilicos
NI: Nao identificado, NA: ndo analisado, (A) 6leo Borges, (B) éleo Ipiranga

Comparando as colunas na Tabela XXX, percebe-se que os resultados
obtidos para os 6leos comerciais sdo semelhantes ao do éleo de semente de uva
Isabel/Herbemont.

As amostras extraidas por prensagem e Soxhlet apresentaram
semelhante variacdo de concentragcdo massica (expressa em %) para os acidos
graxos majoritarios. As meédias obtidas dos resultados dos dois métodos de
extracdo foram para o acido palmitico de 7,9 + 0,12, acido linoléico de 67,3 + 1,26,
para oléico 19,8 + 1,40 e acido estearico de 4,51 + 0,007.

Os demais acidos graxos nao apresentaram concentracdo superior a
0,5 % de cada acido graxo em separado, estando esses resultados de acordo com
os descritos na literatura [13].
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4.2.1.2.2 OLEOS DE SEMENTE DE UVA EXTRAIDOS POR EXTRACAO COM
LIQUIDO PRESSURIZADO

As extragcbes por PLE foram otimizadas usando um planejamento
experimental semi-fatorial 2°' como visto na parte experimental, Se¢do 3.4.2.2,
pagina 42. As amostras de sementes de uva Isabel/Herbemont foram extraidas
nas mesmas condicbes para quatro solventes distintos: hexano, hexano/DCM
(1:1), DCM e acetato de etila. As demais variedades de uvas foram extraidas na
condicao experimental otimizada (experimento 16: 3 g de amostra, 3 ciclos de
extragdo por 30 minutos a 100°C e com 150 % de flush) com hexano como
solvente extrator.

Através dos dados obtidos das extracbes com PLE puderam ser
analisados os efeitos das variaveis aplicadas ao planejamento experimental sobre
a concentracdao dos quatro acidos graxos majoritarios presentes no 6leo de
semente de uva. Usou-se a mesma equacao definida para a PLE (Equacao 4,
pagina 62). Os valores dos coeficientes que representam a intensidade dos
efeitos das variaveis aplicados ao modelo para os acidos palmitico, linoléico,
oléico e estearico, respectivamente, estdo apresentados na Tabela XXXI.
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Tabela XXXI: Coeficientes do modelo construido para os acidos graxos majoritarios dos éleos extraidos por PLE
com diferentes solventes da mistura de sementes de uva das variedades Isabel e Herbemont

acido palmitico acido linoléico acido oléico acido estearico

H HD DCM AE H HD DCM AE H HD DCM AE H HD DCM AE

AO 7,26 7,86 7,52 8,17 | 67,6 65,6 67,4 65,0 20,77 21,73 20,58 21,55 | 3,91 4,39 4,06 4,54
A1 -0,05 -0,34 025 -0,02|082 044 0,04 039 -0,48 0,07 -045 0,09 |-0,16 -0,13 0,13 -0,13

A2 032 -0,08 0,18 0,23 |-0,32 032 0,64 0,14 -005 -0,16 -0,82 -0,52 | 0,411 -0,09 0,008 0,11
A3 -0,53 0,14 0,22 0,16 | 0,61 0,03 -029 -0,89| 0,41 -0,16 -0,33 0,33 |-0,35 0,02 0,40 0,17
A4 0,16 -0,17 0,15 -0,33 |-0,15 0,31 -0,58 0,79 | -0,36 -0,15 -0,05 -0,28 | 0,27 0,07 0,49 -0,05
A5 -0,36 -0,44 0,25 -0,35| 0,24 069 -0,55 098 | 0,39 -0,04 0,02 -0,17|-0,20 -0,17 0,25 -0,20
A12 034 -0,11 0,03 -0,07|-0,26 0,51 0,003 -0,16 | -0,42 -0,26 -0,12 0,27 | 0,23 -0,10 0,08 -0,01
A13 -0,55 -0,43 -0,12 0,15 | 0,69 0,68 -0,52 0,65 | 0,02 -0,08 0,38 -0,52|-0,19 -0,17 0,25 -0,02
A14 042 -0,15 0,03 -031)|-0,12 0,44 -0,34 -0,04|-038 -0,23 0,106 048 | 0,10 -0,08 0,12 -0,09
A15 -0,25 -0,01 0,27 -0,16 | -0,02 0,28 0,36 -0,76 | 0,20 -0,16 -0,60 0,57 | 0,02 -0,11 -0,04 -0,02
A23 -0,12 -0,13 -0,22 0,09 |-0,37 0,36 -0,66 -0,20, 0,39 -0,14 0,57 0,34 |0,003 -0,06 0,29 -0,08
A24 0,71 -0,08 -0,06 -0,02|-1,18 0,59 -0,88 -0,24| 0,13 -0,42 0,67 -026| 0,30 -0,05 0,22 0,23
A25 -061 -0,08 0,09 -0,19| 1,08 0,17 0,04 041 |-0,19 0,00 -0,16 -0,21 |-0,26 -0,05 0,01 -0,01
A34 0,001 -0,15 -0,14 -0,36 | -0,49 0,54 -0,55 -0,08 | 0,63 -0,21 0,55 0,70 | -0,10 -0,19 0,06 -0,21
A35 0,15 -0,12 -0,07 -0,39 | 037 -0,16 -0,05 0,40  -0,73 0,26 0,08 049 | 0,15 -0,01 0,01 -0,17
A45 -0,60 -0,03 -0,04 0,31 | 1,33 0,27 -0,04 -0,15|-0,08 0,20 >0,01 -0,43|-0,47 0,07 0,08 0,22

A0: média da concentragao do analito; A1: massa; A2: tempo de extracdo; A3: niumero de ciclos; A4: temperatura; A5: flush.
Solventes - H: hexano, HD: hexano/diclorometano, DCM: diclorometano, AE: acetato de etila
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a) Acido Palmitico

Através dos coeficientes A0 que expressam a média da concentracdo de cada
planejamento experimental, verifica-se que o melhor solvente extrator para o acido
palmitico foi o acetato de etila. Sendo este solvente polar, porém com baixa constante
dielétrica, o que lhe confere caracteristicas lipofilicas, foi capaz de solubilizar melhor o
acido palmitico que possui em sua extremidade um grupo polar (COOH) ligado a uma
cadeia carbbnica saturada.

A massa somente apresentou um efeito positivo em extracbées com DCM, sendo
que nas extragcdes com acetato de etila, embora ndo seja positiva, também nao é
significativa para um decréscimo de concentragdo, mostrando assim que em solventes
com menor polaridade houve saturacdo da matriz quando aplicada a seu nivel maximo
(3 gramas). Por outro lado o tempo demonstra ter efeitos significativos para o aumento
de concentragdo nas extracbes com hexano, DCM e acetato de etila indicando que a
medida em que se aumentou o tempo de extracdo, aumentou a concentracao de acido
palmitico extraido da semente.

Quando se estuda o efeito dos ciclos de extracdo verifica-se que apenas as
amostras extraidas com hexano apresentaram efeitos negativos quando se varia de um
para trés ciclos. A solucao de hexano:DCM, embora apresente efeito positivo, este nao
€ significativo para o conjunto de experimentos. Através da Tabela XXXI pode-se dizer
que a medida que se aumenta a polaridade do solvente, que sera usado na extracao, o
solvente extrai com maior facilidade os analitos e com isso o numero de ciclos se torna
mais significaivo.

A temperatura (X4) age de forma diferenciada para cada um dos conjuntos de
experimentos. Para as extragdes com hexano mostra ter um efeito positivo significativo,
assim como para as extracées com DCM. Ja para as amostras extraidas com a mistura
dos dois solventes mostra ter um efeito negativo, porém nao significativo para alterar a
concentracao desse acido graxo. Os dados com acetato de etila apresentam um efeito

negativo significativo.
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O flush promove efeito negativo significativo em todas as extracdes, com
excegao das amostras extraidas com DCM, sendo este o Unico conjunto de amostras
que aumenta sua concentragdo quando se aumenta a quantidade de solvente a ser
empregado.

A interacao entre X1X2 e X2X4 mostrou efeitos positivos significativos para as
extracbes com hexano. Ao analisar os dados de cada variavel independente pode-se
verificar que a variavel X2 (tempo) exerce um fator positivo de maior intensidade que a
variavel X1 (massa) e que a variavel X4 (temperatura) também possuiu um efeito
positivo.

A interacdo entre X1X3 (massa x ciclos) apresenta efeitos significativos para
todas as extracdes, porém ao avaliar os resultados pode-se notar que a medida que a
polaridade do solvente aumenta, diminui a intensidade de perda de massa do acido
palmitico nas extracdes, quando se extrai as amostras com acetato de etila o efeito da
interacdo destas duas variaveis se torna positivo. O comportamento inverso ocorre para
as interacoes entre X1X4.

As interacdes entre X3X5 (ciclos X flush) e X4X5 (temperatura X flush) séo
significativas para as extragbes com hexano e com acetato de etila, porém estas
interacdes apresentam comportamentos inversos, sendo que, nas amostras extraidas
com hexano, a primeira interacao (X3X5) é significativa e age positivamente sobre o
sistema. Isso significa que o acréscimo de solvente contribui para o aumento da
recuperagao de &cido palmitico nas extragdes, se extraido com um maior numero de
ciclos, em solventes apolares como o0 hexano.

Nas amostras extraidas com acetato de etila, a interagdo é significativa entre
X4X5, ou seja, quando se alia a variavel (flush) com o aumento de temperatura, essa
interacdo favorece a extracdo de acido palmitico com solventes polares (acetato de
etila).
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b) Acido Linoléico

A concentracdo média do acido linoléico, segundo AO, varia em até 2 % em
todas as amostras estudadas. O .solvente que apresentou menor concentracao deste
acido graxo foi o cetato de etila.

A massa mostra ter um efeito significativo positivo para todos os solventes,
demonstrando que a medida que se aumenta a massa aumenta a concentracao de
acido linoléico extraido. Porém esse efeito possui intensidade diferente para cada
solvente, sendo que para solventes mais apolares esse efeito € aumentado e para
solventes mais polares o mesmo efeito possui intensidade menor.

O tempo de extracdo (X2) somente apresentou efeitos positivos significativos
para as amostras com DCM, demonstrando que quando se aumenta de 10 para 30
minutos o tempo de extracdo, a concentracdo de &acido linoléico tende a aumentar
aproximadamente 0,64 %.

O flush apresenta efeitos significativos para todos os solventes, porém para as
amostras extraidas com DCM esse efeito € desfavoravel a extragdo do acido linoléico.

Os efeitos significativos apresentados pelas amostras extraidas com a solucao
de hexano:DCM (1:1) mostram ser todos positivos, contribuindo assim para o aumento
da recuperacdo o 4acido linoléico. A interagdo entre o0s efeitos: X1X4
(massa/temperatura) foi significativa somente para este conjunto de amostras.

A interacao entre X2X3 (tempo/ciclos) mostrou ser significativa para conjunto de
amostras extraidas com hexano, porém o efeito € negativo, fazendo com que as
amostras apresentem a tendéncia de diminuir a concentragdo de &cido linoléico em
0,37 %.

A relacdo entre a massa de amostra e a quantidade de solvente (X1X5) tem
importancia significativa para o acetato de etila, o que indica que esta interacéo, entre
os dois efeitos, pode relacionar com a baixa solubilidade do acido linoléico em solventes

polares.
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c) Acido Oléico

As extragcbes de &cido oléico, utilizando diferentes solventes, ndo apresentam
muitas diferencas entre si, porém quando comparados aos dados das extracées do
acido linoléico, verifica-se que os resultados médios de cada solvente sdo inversamente
classificados quando a ordem de concentragdo, ou seja, a soma entre a concentracao
destes dois acidos tende a ser a mesma, independente do solvente extrator. A relacao
oléico/linoléico (O/L) € um indicador da estabilidade do 6leo, como as amostras
apresentaram uma similaridade dessa relagdo pode-se dizer que a estabilidade auto-
oxidativa é idéntica em todos os éleos extraidos (cerca de 0,3).

Amostras extraidas com hexano e com DCM possuem efeitos significativos
para a variavel massa (X1), porém negativos quando se eleva de 1 para 3 gramas de
massa de amostra a ser extraida. Nesses casos ocorre a perda de aproximadamente
0,4 % de acido oléico. Esse mesmo tipo de efeito também é visto quando se analisa a
variavel tempo para as amostras extraidas com hexano:DCM (0,16 %) e DCM (0,82 %).

A variavel relacionada com a quantidade de solvente (flush), somente tem
resultados significativos quando a amostra é extraida com hexano. Esse efeito deve
ocorrer devido a saturacdo do solvente ao extrair a amostra, necessitando assim um
maior volume de solvente para extrair todo o 4cido graxo presente na semente de uva.

A temperatura (X4) atua de modo desfavoravel para as amostras extraidas com
a solucao de hexano:DCM,sendo que ao elevar a temperatura de 25°C para 100°C a
concentracao de acido oléico tende a diminuir 0,15 %.

A interacdo entre X1X3 (massa X ciclo) possui efeitos significativos,
inversamente proporcionais, para as amostras extraidas com DCM e acetato de etila. A
medida que aumenta o numero de ciclos com o aumento da massa ha uma maior
solubilidade desse acido em DCM.

A interacdo entre X4X5 (temperatura X flush) somente apresentou efeito
significativo positivo para as extragbes com hexano:DCM. A concentragdo de acido
oléico tende aumentar 0,2 % quando se passa do nivel mais baixo para o mais alto.
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Enquanto que a interagcdo entre X2X5 (tempo X flush) apresentou efeito
significativo positivo para as amostras extraidas com DCM.

d) Acido Estearico

Dentre as amostras as que apresentaram menor concentracdo de acido
estearico foram as extraidas com hexano. Por sua vez, as amostras extraidas com
acetato de etila apresentaram concentracdo média superior as demais. Embora o
acetato de etila seja um solvente polar ele tem baixa capacidade de polarizar, tornando-
se assim um bom solvente para compostos lipofilicos.

Quando sao analisados os efeitos das variaveis independentes, a variavel
massa (X1) possui efeitos significativos para todas as amostras extraidas, porém o
unico solvente que tende a aumentar a concentracdo de acido estearico quando se
modifica a variavel massa de 1 g para 3 g é o DCM.

Para a variavel tempo (X2), as amostras extraidas com hexano e com acetato
de etila apresentam efeitos positivos e significativos de mesma intensidade, indicando
que com maior tempo de extracdo, serd extraida uma maior quantidade de &cido
estearico.

As variaveis, numero de ciclos (X3) e temperatura (X4), apresentam efeitos
significativos para as amostras extraidas com hexano, DCM e acetato de etila. Contudo
quando se avalia X3 verifica-se que nas extragdes com hexano a concentracdo do
acido esteérico decresce quando o numero de ciclos se altera de 1 para 3. Ja para as
amostras extraidas com acetato de etila o efeito negativo € dado quando se passa de
25°C a 100°C.

O flush atua demonstrando ter efeito significativo em todas as extragdes, porém
somente as amostras com DCM apresentam efeitos positivos ao modificar o flush de
30 % para 150 %. Tendo em vista que o mesmo comportamento € dado pela variavel
massa, pode se dizer que a quantidade de acido estedrico sofre uma interferéncia

quando modificamos o volume de solvente e a massa de amostra a ser analisada.
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As interacdes entre X1X2 e X2X5 apresentaram somente efeitos significativos
para as amostras extraidas com hexano. Através desses dados, pode-se dizer que, a
medida que é aumentado o tempo de extracdo, € favorecido o aumento de
concentracdo do acido estearico quando se modifica a sua massa. Na segunda
interacdo o flush age de forma negativa quando interage com o aumento de
temperatura.

O maior efeito entre duas variaveis é dado pela interacao entre a temperatura e
o flush quando extraidos em amostras de hexano, porém esse resultado demonstra que
essas variaveis atuam desfavoravelmente para a concentracdo de acido estearico,
quando relacionadas entre si. O acetato de etila também sofre um efeito significativo,
porém esse efeito atua de forma positiva, visando a aumentar a concentracao desse

acido, quando estas duas variaveis atuam simultaneamente.

4.2.1.2.3 OLEOS DE SEMENTE DE UVA EXTRAIDOS POR FLUIDO SUPERCRITICO

Primeiramente serdo apresentados os resultados das analises de acidos graxos
totais para amostras de Isabel/Herbemont extraidas com SFE sem a utilizacdo de
solvente modificador. Os resultados apresentados sao referentes as amostras que
tiveram maior rendimento com CO: (1, 2, 3 e 6, Tabela XXV, pagina 72) e as amostras
extraidas com propano. Os resultados podem ser visualizados na Tabela XXXII.

Os resultados mostram semelhanca com os dados apresentados em outras
técnicas de extracdo, assim como os parametros estipulados na ANVISA (Tabela XXX).
A amostra extraida na condigcdo 6 com CO, (T: 45°C, P: 250 bar e densidade reduzida:
1,85), mostrou um ligeiro aumento na concentracao de acido linoléico, enquanto que as
demais condicdes apresentaram a mesma concentracao para este acido graxo. Por
outro lado, o &cido oléico apresentou uma maior concentracdo que as demais

extracoes, na menor condi¢do de temperatura e pressao (COz- 1).
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Tabela XXXII: Variacdo da concentragéo dos acidos graxos totais em 6leo de semente
de uva extraido por SFE em CO, e em propano, expressos em porcentagem.

CO,(*) propano(*)
acidos(#) COx-1 COx2 CO,-3 CO,-6 Prop-1 Prop -2
C12:0  Laurico 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
C14:0  Miristico 0,03 0,10 0,10 0,05 0,08 0,09
C16:0  Palmitico 0,30 8,94 9,52 4,21 8,14 9,07
C16:1 Palmitoleico 3,56 0,35 0,34 0,13 0,29 0,32
C18:2  Linoléico 67,6 62,5 63,1 73,3 62,4 59,1
C18:1 Oléico 26,2 21,5 19,1 19,1 22,3 24,2
C18:0  Esteérico 1,88 6,19 7,40 2,36 6,44 6,80
C20:0  Araquidico 0,24 0,23 0,30 0,32 0,25 0,28
C24:0  Lignocérico 0,09 0,05 0,06 0,57 0,04 0,07

(*) condigdes descritas nas Tabelas Xl (CO.) e XIlI (propano), pagina 47, parte experimental.
(#) acidos identificados como seus ésteres metilicos
NA: Nao analisado ND: Nao detectado

As amostras extraidas com propano obtiveram resultados semelhantes a 30 e
45°C, seguindo o mesmo perfil das concentracdes obtidas com as condigdes 2 e 3 com
CO.. Porém os demais experimentos com CO, apresentaram, uma maior concentracao
de acido linoléico. Esse acido graxo (da famila ®-6), devido a suas duas duplas
ligacdes, é valorizado pela sua importancia na saude humana, sendo este, precursor de
membranas celulares como a prostaglandinas, ajudando assim na prevencao de
doencas do coracgéao.

As amostras extraidas com 10 % de solventes modificadores em CO, foram
analisadas e os resultados obtidos da quantificacdo de acidos graxos no 6leo de
semente de uva das variedades Isabel e Herbemont estdo apresentados na Tabela
XXXIIL.
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Tabela XXXIII: Variagdo da concentragdo dos acidos graxos totais em éleo de semente
de uva extraido por SFE em CO, com adicdo 10% de solvente modificador a 45°C e
181 bar. Valores expressos em porcentagem

acidos solvente modificador (*)

H HD DCM AE MeOH EtOH1  EtOH5

C12:0 laurico 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
C14:0 miristico 0,13 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,07
C16:1 palmitoleico 040 0,31 0,36 0,35 0,36 0,34 0,19
C16:0 palmitico 9,37 9,03 9,71 9,90 9,85 9,42 5,08
C18:2 linoléico 61,2 63,6 63,8 642 65,5 62,5 68,0
C18:1 oléico 21,7 211 178 17,7 16,9 19,6 23,1
C18:0 estearico 506 553 7,74 7,37 7,04 7,59 2,91
C20:0 araquidico 0,14 0,20 0,32 0,28 0,24 0,29 0,36
C24:0 lignocérico 0,04 0,04 0,08 0,07 0,04 0,05 0,25

** (H) hexano, (HD) solugdo hexano :DCM (1:1), (DCM) diclorometano, (AE) acetato de etila e (MeOH)
metanol, EtOH 1 e 2 (Etanol de acordo com as condigdes descritas na Tabela XXVIIl), pagina 79. NA :
N&o analisado

Amostras extraidas nas mesmas condigcdes de temperatura e pressao com
solventes modificadores de diferentes polaridades e com CO. (condicdo 2)
apresentaram semelhantes concentracdes de acidos graxos saturados e insaturados. A
maior variacao foi dada para o acido oléico e o acido esteéarico, sendo que quando
temos valores acima da média das demais amostras para um, o outro apresenta valores
abaixo da média das demais amostras.

Ao compararmos os resultados obtidos com CO,, nas mesmas condigbes de
temperatura (45°C) e pressao (181 bar), com a amostra que foi extraida com adicao de
3 % de etanol, verificou-se que ndo houve alteragéo significativa no perfil quantitativo.

Os resultados mostram que, quando a extracdo é realizada com maior
quantidade de etanol, obtém-se concentracées maiores de acidos graxos insaturados

como linoléico e oléico e menor concentracdo de acidos graxos saturados como
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palmitico e estearico. Porém, o acréscimo de solvente, ndo € proporcional ao aumento
de &cidos graxos insaturados e somente por este motivo ndo seria justificavel acrescer
mais de 17 % de solvente modificador as extracoes.

Os demais acidos minoritarios nao ultrapassaram 0,5 % de concentracao na
amostra, confirmando a de concentracédo estabelecida pela ANVISA.

4.2.1.3 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE ACIDOS GRAXOS TOTAIS NOS OLEOS
DE SEMENTE DE UVA

As amostras extraidas por prensagem, Soxhlet, PLE e SFE apresentaram
concentracdes de AGT dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA, para 6leo de
semente de uva comercial para fins alimenticios. As concentragcdes de acido linoléico
encontradas nas amostras variaram de 59 % a 70 %, sendo que a maior variacao foi
encontrada entre as amostras extraidas por SFE.

A relacao entre a concentracéo de acido oléico/acido linoléico, que estabelece o
potencial de auto—oxidacao do Oleo, foi determinada, sendo mantidas dentro da faixa
encontrada para as amostras comerciais. Pode-se constatar que os 6leos comerciais,
também analisados neste trabalho (Tabela XXX), apresentaram valores de razéo
oléico/linoléico de 0,26 % para a amostra Ipiranga (utilizada em cosméticos e fins

farmacéuticos) e 0,39 % para a amostra Borges (utilizada para fins alimenticios).

4.2.2 COMPOSTOS VOLATEIS NAO LIGADOS AO GLICEROL: FRACAO
INSAPONIFICAVEL

4.2.2.1 ANALISE QUALITATIVA DA FRACAO INSAPONIFICAVEL

Para a andlise dos compostos insaponificaveis (n&o ligados ao glicerol) foram
usadas as mesmas amostras estudadas no item anterior.
A realizacdo da analise qualitativa dos Oleos comerciais, extraidos nesse

trabalho, procurou verificar a presenca de compostos minoritarios no 6leo de semente
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de uva extraido por diferentes métodos de extracdo. Para isso fez-se a opcédo de
analisar diretamente o éleo apenas fazendo a solubilizagdo em DCM e derivatizando
com BSTFA, como descrito na Secao 3.5.2 (pagina. 50) do capitulo experimental. Com
esse procedimento os compostos majoritarios (triglicerideos) ficam retidos no liner (a
temperatura do injetor ndo permite a vaporizacdo dos triglicerideos) sem ser
volatilizados e, consequentemente, ndo atingem a coluna capilar e ndo sao analisados
cromatograficamente.

A Figura 22 apresenta os cromatogramas referentes as amostras de 0Oleos
comerciais e dos 6leos produzidos por prensagem e Soxhlet da mistura de sementes de
uva Isabel e Herbemont, derivatizadas com BSTFA e na Tabela XXXIV tem-se a

identificagdo dos compostos encontrados nessas amostras.
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Figura 22: Cromatogramas do fon Total das amostras de 6leo de semente de uva
derivatizadas com BSTFA: (a) éleo Borges, (b) 6leo Ipiranga, (c) 6leo de prensagem de
semente de uva Isabel/Herbemont e (d) éleo de extragdo em Soxhlet de semente de

uva Isabel/Herbemont
Condigbes cromatograficas descritas na parte experimental (pagina 53) e identificacdo dos picos de
acordo com a Tabela XXXV
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Tabela XXXIV: Identificagéo dos picos presentes na Figura 22.

pico formula compostos
1 CsH1504Siz acido oxalico bis (*)
2 C1oH160 decadienal
3 C1oH160 decadienal (isébmero)
4 Ci5H240 4 metil-2,6-di-tert-butilfenol
5 C15H320,Si acido ladrico (*)
6 C17H3602Si acido miristico (*)
7 C1sH3602 palmitato de etila
8 C19H3502Si acido palmitoleico (*)
9 C19H400,Si acido palmitico (*)
10 CyoHs3602 linoleato de etila
11 Co2oH3s02 oleato de etila
12 Co1H40O:Si acido linoléico (*)
13 Co1H420,Si acido oléico (*)
14 C21H44OsSi acido estearico (*)
15  Co7H5404Sis monolinoleina
16 Co7Hs5604Sio monooleina
17 Co7Hs5504Si2 monoestearina
18  CsoHsp escaleno
19 CagH4s0 ergostenol
20  Co9Hs500 estigmastenol
21 C32H560Si estigamasterol (*)

(*) identificado como derivado trimetil silil

Os picos presentes nos cromatogramas da Figura 22 estao identificados com
cores para a diferenciagdo do grupo funcional a que os compostos pertencem. Em
vermelho encontram-se os acidos derivatizados com BSTFA, em verde os ésteres
etilicos e em azul os fitosterdis.

Os 6leos comerciais que ja passaram pelo processo de industrializacao (refino,
degomagem e neutralizacdo), apresentam poucos compostos identificados, mas é
importante ressaltar, que apesar do processo industrial, ainda sdo encontrados alguns
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fitosterdis e também alguns ésteres etilicos na amostra, que nao sao destruidos. Além
disso, ndo ha diferencas significativas entre o 6leo usado para fins alimenticios (A) e o
6leo utilizado para fins farmacéuticos e cosméticos (B).

Apesar desta analise ser inicialmente qualitativa, € possivel verificar que a
principal diferenca entre os Oleos comerciais e Oleos extraidos por prensagem e
Soxhlet, esta na maior quantidade de ésteres e acidos graxos livres presentes nestes
ultimos métodos de extragcdo. As amostras extraidas por Soxhlet e prensagem
apresentaram semelhantes compostos identificados.

Contrariamente aos AGT, onde ndo se esperavam grandes diferencas no teor
de compostos (majoritarios) obtidos em diferentes processos de extracao, a fracao
insaponificavel deve sofrer influéncia direta do processo de extracdo. Desta forma, fez-
se, também, a analise qualitativa dos compostos nestas fragdes obtidas por PLE e por
SFE.

4.2.2.1.1 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

As condicoes de extracao estdo descritas na parte experimental, Secao 3.4.2.2,
pagina 42. A Figura 23 apresenta o cromatograma do experimento com 3 g de
amostra, 10 minutos de extracdo, 1 ciclo, 50°C e flush de 150 %, realizado com a
mistura das variedades Isabel/Herbemont, utilizando-se como solvente extrator o
hexano. Os outros cromatogramas se apresentaram bastante similares a este, por esta
razdo deixam de ser apresentados aqui. Todos os resultados serdo analisados na forma
de tabelas.

O cromatograma da Figura 23 apresenta compostos como acidos graxos livres
(vermelho), responsaveis pela acidez do 6leo, ésteres metilicos (rosa), ésteres etilicos
(verde) e fitosterois (azul).
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50 tempo de retencio (min) 100

Figura 23: Cromatograma do fon Total para o 6leo extraido por PLE da mistura das

variedades de uvas Isabel/Herbemont, com hexano como solvente
Condigbes cromatograficas: citadas no texto (Secao 3.6.3.2, pag. 53) e identificagdo dos picos de acordo
com a Tabela XXXVI.

Através da Figura 23, podemos verificar que a quantidade de acidos graxos
livres nesta extracdo é inferior ao de ésteres etilicos, o0 que nédo se percebia nas
extracoes obtidas com Soxhlet e prensagem. Isso indica que a maior quantidade dos
acidos graxos livres podera ser proveniente do aquecimento da amostra por um longo
periodo ou pelo contato com a luz e ar durante o processo de extragao.

A identificacdo dos compostos, de acordo com a numeracao da Figura 23, esta
apresentada na Tabela XXXV. Essa Tabela apresenta também a identificacado dos
compostos nos demais cromatogramas relativos ao planejamento experimental descrito

na parte experimental (Tabela X, pagina 45).
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Tabela XXXV: Analise qualitativa do planejamento experimental com hexano na
extracdo com liquido pressurizado, da fracéo insaponificavel da mistura de sementes de
uva Isabel e Herbemont.

extragbes com hexano

n° formula nome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 CrH120 heptenal X X
2 C11H204Si ac. butil succinico (*) X X

3 CoH160 ciclo nonanona X X
4 CoH20:Si ac. caproico (*) X X

5 CoH160 nonenal X

6 CioH160 decadienal X X X X X X X X X X X X X
7 C1oH160 decadienal (isbmero) X X X X X X X X X X X X X
8  C1oH002 caprilato de etila X

9 C1oH2403Si2  4&c. butanoico (*) X

10 C11H1g0Si feniletanol (*) X X

11 C11H2402Si ac. caprilico () X X X X X X X X X X
12 C12H200 dodecadienal X X X

13 C12H260.Si ac. pelargdnico (*) X X X X X X

14 C12H2402 caprato de etila X X X X X X

15 CiaH2802 laurato de etila X X X

16 Ci6H3202 miristato de etila X X

17  Ci3H2802Si ac. caprico () X X X X X X X X X X X X X
18 Ci5H3202Si ac. laurico (*) X X X X X X X X X X X X X
19 C15H3204Si ac. azelaico (*) X X X

20 Ci7H360:Si ac. miristico (*) X X X X X X X X X X X
21 Ci7H340; palmitato de metila X X X

22 Ci1sH360: palmitato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
23 CigH3802Si ac. palmitoleico (*) X X X X X X X
24 C19Huo02Si ac. palmitico (*) X X X X X X X X X X X X X
25 CigH3402 linolenato de metila X X X X X X X X X X X X X X X X
26 Ci1gH360: oleato de metila X X X X X X X X X X X X
27 Cz0H360: linoleato etila X X X X X X X X X X X X X X X X
28 CaoH3s02 oleato etila X X X X X X X X X X X X X X X X
29 CaoH3402 linolenato etila X X X X X X X X X X X X X
30 C20H4002 estearato etila X X X X X X X X X X X X X X X X
31 C21H400:Si ac. linoléico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
32 C21H420,Si ac. oléico () X X X X X X X X X X X X X X X X
33 C21H3s0:Si ac. linolénico (*) X X X X X X X X X
34 C21H440,Si ac. estearico (¥) X X X X X X X X X X X
35 C2sHs404Siz  monopalmitina (*) X X X X

36 Ca7Hs604Si2 monolinoleina (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
37 CzrHss04Si2  monooleina (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
39 CsoHso escaleno X X X X X X X X X X X X

40 CasH4s0 brassicasterol X X X X X

42 Ca9Hs00 clionasterol X X X X X X X X X X X X
41 Cs1Hss0Si campesterol (*) X X X X X X X X X X X X
43  Cs2Hss0Si estigmasterol (*) X X X X X X X X X X
44 CsoHss0Si sitosterol (*) X X X X X X X X X X X X X X X

(*) detectado como derivado sililado (TMS).
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O estudo dos compostos minoritarios presentes nos Oleos procura avaliar
alteracées na composicdo destes 6leos por influéncia de alguma das variaveis
aplicadas (temperatura, pressao e tempo de extracao).

Ao analisar a Tabela XXXV verifica-se que existem poucos compostos das
classes funcionais que conferem propriedades indesejaveis nos 6leos extraidos com
hexano por PLE, tais como aldeidos e cetonas. Nas extracdes realizadas a 100°C
constatou-se que além do decadienal que esta presente em quase todos os extratos, ha
presencga de alguns compostos oxigenados de baixo peso molecular como heptenal e
ciclo octanona nos experimentos que tiveram o maior tempo de extragéo (experimento
H15 e H16).Quando é feita uma analise geral da Tabela XXXV, ndo observamos
grandes diferencas entre compostos presentes nas amostras, sendo que todas
apresentam acidos graxos livres, ésteres etilicos e alguns ésteres metilicos.

Os acidos graxos livres presentes nessas amostras sdo responsaveis pelo grau
de acidez em dleos vegetais. Quando um éleo bruto, que vai ser comercializado, possui
altos indices de acidos graxos livres o processo de refinagdo industrial deve ser mais
rigoroso e com isso pode prejudicar a qualidade do produto final.

Entre os compostos presentes na Tabela XXXV estdo o brassicasterol, o
clionasterol e o estigmasterol, que se apresentam na forma nao esterificada. Os
fitosterdis além de exibir propriedades antiinflamatérias e antitumorais, reduzem a
absorcao do colesterol auxiliando na prevencao de doencgas do coracao [91,92]. Os
demais fitosterdis foram encontrados na forma derivatizada (compostos 41, 43, 45), de
acordo com a reacao mostrada na Figura 24. A presenca de compostos nao sililados
demonstra que o processo de derivatizacdo nao é eficiente o bastante para estes
alcoois, porém estas moléculas ndo necessitam ser derivatizadas para a andlise em

cromatografia gasosa.
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Brassicasterol Campesterol TMS ether

Figura 24: Esquema da reagao de derivatizacao de fitosterdis com trimetil silano.

Apesar dos fitosterdis atuarem como agentes benéficos a saude humana,
estudos indicam que sob determinadas condi¢des de alta temperatura, presenca de luz
e oxigénio (principalmente em processos de refinamento) esses compostos podem se
transformar em compostos como: o estigmasta-3,5-dieno, causador de efeitos
patol6gicos a saude [90,92].

Tendo em vista os cromatogramas dos extratos de PLE utilizando a solugao de
hexano/DCM (1:1), DCM e acetato de etila ndo apresentaram mudancas significativas
em relacao ao hexano, serdo apresentadas, em anexo (Anexo |, pagina 201) somente
as tabelas com os compostos identificados nesses extratos.

As Tabelas referentes as extragdes realizadas em PLE mostram que, além dos
compostos ja citados, ha também a presenca de glicerol livre em extracoes realizadas
com hexano/DCM, DCM e acetato de etila.

4.2.2.1.2 EXTRAGAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

Quando se faz extragdes com fluido supercritico, procura-se maior seletividade
na extragdo de compostos. Na Tabela XXXVI estdo presentes os compostos obtidos
com as extracoes, utilizando diéxido de carbono e propano como solvente na extracao

supercritica.
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Tabela XXXVI: Compostos identificados na caracterizacao do 6leo de semente de uva
extraido por SFE com CO, e propano como solventes.

extracdo com fluido supercritico (SFE)

CO2

propano

o

formula

nome

2

3

4

5

6

1

2

N
1
2
3
4
5
6
7
8
9

11

CoH2002Si
C1oH2002
C11H180Si
C12H2402
CoH1804Si2
C10H2204Si2
C11H2402Si
C12H3203Si3
C1oH160
C12H260,Si
C12H2402
C13H280,Si
C14H2802
C10H2004Si2
C15H320,Si
C16H3202
C17H360,Si
C17H3402
C18H3602
C19H380,Si
C19H4002Si
C19H3402
C19H3602
Ca0H3602
Ca0H3802
Ca0H3402
Ca0H4002
C21H4002Si
C21H4202Si
C21H380,Si
C21H4402Si
C23H430Si
CasHs520Si
Ca5Hs5404Si2
Ca7H5604Si2
Ca7Hs804Si2
CaoHso

ac. caprdico (*)
caprilato de etila
feniletanol (*)
caprato de etila
succinato de etila
&c. succinico

ac. caprilico (*)
glicerol (¥)
decadienal

ac. pelargénico (*)
caprato de etila
ac. caprico (*)
laurato de etila
acido fumarico (*)
ac. laurico (*)
miristato de etila
ac. miristico (*)
palmitato de metila
palmitato de etila
ac. palmitoleico (*)
ac. palmitico (*)
linolenato de metila
oleato de metila
linoleato etila
oleato etila
linolenato etila
estearato etila

ac. linoléico (*)
ac. oléico (*)

ac. linolénico (*)
ac. estearico (*)
ac. araquidico (*)
ac. lignocérico (*)
monopalmitina (*)
monolinoleina (*)
monooleina (*)
escaleno

X X X X X X X X X X X X|[—=

X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X

> X X X x X X X

X X X X X X X X

<X X X X X

> X

X X X X X X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

> X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

> X >xX X X X X >

X X X X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X

> X X X

> X

>xX X X X X
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Continuacao da Tabela XXXVI:

Extracao com fluido supercritico (SFE)

COs propano
N° férmula nome 1 2 3 4 5 6 1 2
38 CogHss0 brassicasterol X X X X X
39 CoH4sO  estigmastadienol X X X
40 CggHs0  clionasterol X X X
41 Cs1Hs0Si  campesterol (*) X X X X
42 C3Hs60Si  estigmasterol (*) X X X X X
43 CyHsg0Si _sitosterol (*) X X X X X

(*) detectado como derivado sililado (TMS).

O oleo extraido com 30°C e 110 bar (condicdo 1) com CO. apresentou
compostos de menor peso molecular (picos 1, 2 e 4), que os outros 6leos extraidos com
CO. e propano nao apresentaram. J& compostos como o linoleato de metila e o oleato
de metila estdo presentes nos experimentos (4, 5) realizados com as menores
densidades reduzidas.

Compostos como aldeidos (pico 9), acidos (pico 6) e ésteres (pico 5) estao
presentes principalmente das extracées que utilizam CO, como solvente extrator. As
extracbes com propano apresentaram poucos compostos minoritarios em relagdo as
extragdes com CO,, mostrando assim cromatogramas mais limpos.

A Tabela XXXVII apresenta os compostos obtidos com as extracdes utilizando
diéxido de carbono com 10 % de diferentes solventes modificadores. O etanol foi
utilizado também com a adicao de 3, 5,15 e 20 %.
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Tabela XXXVII: Compostos identificados na fracdo de insaponificaveis, do 6leo de

semente de uva, extraidos por SFE com diferentes solventes modificadores
solventes modificador

etanol

n° férmula nome H HD DCM Ac MeOH 3% 5% 10% 15% 20%
1 CgH1g02Si  Ac. dimetil propandico () X X X X X X X
2 CoH2002  caprilato de etila X

3 Cy1H180Si  feniletanol (*) X X X X X X X X X
4 C1HuO;  caprato de etila X X X X X

5 CoH1804Si2 succinato de etila X X X
6 C1oH204Si2 4c. succinico X X X X
7 C11H240:Si &c. caprilico (*) X X X X X X X
8 C12H3203Sis glicerol (*) X X X X X X X X X
9 CyHiO  decadienal X

10 C12H2602Si  &c. pelargdnico (¥) X X X X X
11 C13H2802Si  &c. céprico (%) X X X X X X X X
12 C14H202  laurato de etila X

13 C1oH2004Si2 acido fumarico (*) X

14 C15H320.Si  &c. laurico (%) X X X X X X X X
15 C15H3204Si  &c. azelaico (*) X

16 C17H360.Si  &c. miristico (*) X X X X X X X X
17 Ci7H202  palmitato de metila X X X X X X X X

18 C1gH302  palmitato de etila X X X X X X X X X
19 C19H380.Si  &c. palmitoleico (*) X X X X X X X X
2 Cy9Hs002Si  4c. palmitico (*) X X X X X X X X X
21 Cq9H3402  linolenato de metila X X X X X

22 Cy9H3O2  oleato de metila X X X

23 Cq9H3s02  estearato de metila X X

24 CxoH302  linoleato etila X X X X X X X X X
25 CgH3s02  oleato etila X X X X X X X X X
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Continuacao da Tabela XXXVII:

solventes modificador etanol
n° férmula nome H HD DCM Ac MeOH 3% 5% 10% 15% 20%
26 CgH3402 linolenato etila X X X X X X
27 CaoHaOz2  estearato efila X X X X X X X X X X
28 Cp1H4002Si  &c. linoléico (*) X X X X X X X X X X
2 C21H42028i  4c. oléico (*) X X X X X X X x x X
30 Cz1H302Si  4&c. linolénico (*) X X X X X X X X
31 C1HuO:Si  &c. estedrico () X X X X X X X X
32 Ca3Hs30Si  4c. araquidico (*) X X X
33 CasHs20Si  &c. lignoceérico (*) X X
34 Ca5Hs404Siz monopalmitina (*) X X X X X X X
35 Ca7Hs604Si2 monolinoleina (*) X X X X X X X X X
36 Ca7Hs804Si2 monooleina (*) X X X X X X X X X
37 CarHe004Siz monoestearina(*) X X X
38 CaoHso escaleno X X X X X X X X
39 CygHasO  brassicasterol X X X X X X X X
40 CxHsO  estigmastadienol X X X X X
41 CHs00  clionasterol X X X X X
42 C31Hs60Si  campesterol (*) X
43 CaHs60Si  estigmasterol (*) X X X X X X
44 CsoHs0Si  sitosterol (*) X X X X X X

(*) detectado como derivado sililado (TMS).

A adicao de solventes modificadores de diferentes polaridades foi realizada com
o intuito de verificar a presenca de compostos de classes distintas, porém os extratos
obtidos apresentaram perfis semelhantes. A excecao foi das amostras de hexano e
hexano/DCM (1:1) que continham muitos picos minoritarios sugerindo a presenca de
hidrocarbonetos. Estes compostos ndao puderam ser identificados através da biblioteca
por apresentarem fragmentacao muito semelhante para todos os picos.

O glicerol encontra-se em todas as extracdes obtidas por SFE com solventes
modificadores, porém compostos como &acido succinico e succinato de etila foram

encontrados somente nos 6leos extraidos com etanol.
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4.2.2.2 ANALISE QUANTITATIVA DA FRAGAO INSAPONIFICAVEL

4.2.2.2.1 OLEOS DE SEMENTE DE UVA COMERCIAIS E OBTIDOS POR TECNICAS
CLASSICAS (PRENSAGEM E SOXHLET)

Na fracdo de compostos que ndo esta ligada ao glicerol foram quantificados
acidos graxos livres, ésteres metilicos e ésteres etilicos em amostras de semente de
uva da mistura Isabel/Herbemont, extraidas por prensagem, Soxhlet, PLE e SFE. A
quantificacao é dada pelo método de padronizacao interna, levando em consideracao o
fator de resposta calculado através da relacao de concentragcédo e area dos padrées. O
procedimento proposto neste estudo esta descrito no capitulo de experimental, pagina
50, assim como os padrdes utilizados para a quantificacao.

Cada classe de compostos possui ions caracteristicos que conferem a cada
analito um grau de sensibilidade frente ao detector de espectrometria de massas. A
Figura 25 apresenta os cromatogramas, no modo SIM, para a amostra extraida por
prensagem e para a mistura de padrées, usados para identificar os compostos.

b)

2 tempo de reten¢ao (min) 3

Figura 25: Cromatograma no modo SIM (GC/MS) da mistura de padrées (a) e do 6leo
da prensagem das sementes de uva da variedade Isabel/Herbemont (b) para analise
qualitativa de compostos insaponificaveis.

Condigées de analise estdo descritas na Se¢do 3.5.2, pagina 51.
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A identificacdo dos picos apresentados nessa Figura pode ser vista na Tabela
XXXVIIl. A solugdo padrdao foi construida com todos os compostos na mesma
concentracdo (20 mg L) entretanto, escolheram-se ions, para a analise desta solugéo,
que apresentassem os menores fragmentos de massas (ndo eram pico base) para os
componentes sabidamente majoritarios na amostra (picos relacionados aos acidos
linoléico e oléico e seus derivados 10, 11, 13,14 16, 17). Mesmo com essa condicdo, 0s
picos 16 e 17 foram os majoritarios na Figura 25. Embora, a maioria das vezes, se
deseje uma maior sensibilidade para os compostos analisados, esse fato nédo é
desejavel, para amostras como o 6leo de semente de uva, que possui mais de 70 % de
um unico analito. Com menor sensibilidade desses compostos € possivel analisar uma
amostra mais concentrada e obter dados quantitativos de analitos que estao presentes

em baixas concentracbes sem que ocorra saturacdo com o composto majoritario.
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Tabela XXXVIII: Compostos presentes na fragdo nado ligada ao glicerol do éleo de
semente de uva.

n° Férmula compostos ions
1 éster metilico do ac. laurico C13H2602 74
2 ac. laurico (derivado TMS) C15H320,Si 73
3 éster metilico do ac. miristico C15H3002 74
4 éster etilico do ac. miristico Ci16H3202 88
5 ac. miristico (derivado TMS) C14H250> 73
6 éster metilico do &c. palmitoleico C16H3202 74
7 éster metilico do ac. palmitico C17H340> 74
8 éster etilico do ac. palmitico C1sH3602 88
9 ac. palmitico (derivado TMS) C19H400:Si 73
10 éster metilico do &c. linoléico C19H340> 74
11 éster metilico do ac. oléico C19H3602 74
12 éster metilico do ac. estearico C19H3502 74
13 éster etilico do ac. linoléico CooH3602 88
14 éster etilico do &c. linolénico CooH3402 88
15 éster etilico do ac. estearico Ca2oH4002 88
16 ac. linoléico (derivado TMS) C21H4002Si 73
17 ac. oléico (derivado TMS) C21H4202Si 73
18 ac. estearico (derivado TMS) C21H440,Si 73
19 éster metilico do &c. araquidico C21H420> 74
20 éster etilico do ac. araquidico C22H4402 88
21 ac. araquidico (derivado TMS) Co3H500.Si 73
22 Pl C19H4002Si 74
23 éster metilico do &c. lignocérico Cos5H5002 74
24 ac. lignocérico (derivado TMS) Co7H560.Si 73

**TMS: compostos sililados pela derivatizagdo com BSTFA.
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Os resultados obtidos para a andlise das amostras extraidas por prensagem e
Soxhlet e das amostras adquirida comercialmente podem ser visualizados na Figura

26. Nesta figura os compostos foram agrupados acidos graxos livres,ésteres metilicos e
ésteres etilicos.

concentragao (%)

Figura 26: Concentracdo de acidos graxos livres, ésteres metilicos e ésteres etilicos

em amostras de prensagem e Soxhlet do 6leo de semente de uva Isabel/Herbemont e
das amostras comerciais.

As amostras analisadas apresentaram concentragdo de ésteres metilicos
abaixo de 0,01%. A concentracao de ésteres etilicos permaneceu entre 0,002 % e
0,16 %, sendo que, a amostra extraida por prensagem apresentou maior teor destes
compostos.

As amostras comerciais apresentaram concentragcdes semelhantes e préximas
a 0,2%, enquanto que as amostras extraidas por Soxhlet apresentaram maior
concentracdo de acidos graxos livres que amostras extraidas por prensagem, o que
pode indicar que o uso da temperatura favorece a formagdo desses compostos.

A analise de acidez em um 6éleo vegetal é importante em sua comercializacao,

sugere-se que nao ultrapasse a 0,5 %, caso esse fato ocorra, é necessdrio que esse
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6leo passe por uma etapa mais rigorosa de refinamento, conseqientemente quanto

maior a concentracao de acidos graxos livres maior sera o custo de producao.

4.2.2.2.2 OLEOS DE SEMENTE DE UVA EXTRAIDOS POR EXTRACAO COM
LIQUIDO PRESSURIZADO

Foram analisadas as amostras extraidas através do planejamento experimental
2°" que utilizaram como solventes hexano, solugdo de hexano:DCM (1:1), DCM e
acetato de etila. Os resultados serdo apresentados levando em consideracao os efeitos
sobre cada variavel empregada sobre a concentracdo de ésteres etilicos e acidos
graxos livres. Os valores, expressos em concentracdo, estdo apresentados em forma
de Tabela no Anexo Il. Para a analise dos efeitos foi utilizada a Equagao definida na
Secao 4.1.2.2, pagina 62. O efeito final medido neste caso é a soma das concentragdes
dos ésteres etilicos.

A andlise da concentracdo de ésteres etilicos presentes em amostras do 6leo
de semente de uva extraido por PLE foi realizada através da construcdo de um modelo
estatistico, onde leva-se em consideragao os efeitos que as variaveis empregadas no
método causam na concentragdo dos analitos. A Tabela XXXIX apresenta os
coeficientes dos modelos experimentais para a analise de ésteres etilicos, encontrados
para cada solvente utilizado na extracdo do éleo a partir das sementes de uva da
mistura de variedades Isabel e Herbemont.
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Tabela XXXIX: Coeficientes do modelo estatistico construido para ésteres etilicos em
amostras de 6leos extraidas por PLE, usando diferentes solventes extratores.

coeficientes H HD DCM AE
A0 0,09 0,33 0,12 0,30
A1 -0,04 -0,02 0,07 -0,26
A2 -0,01 -0,10 0,09 0,14
A3 >0,01 -0,14 0,08 0,12
A4 -0,06 0,44 >0,01 0,12
A5 0,03 0,16 0,02 -0,09
A1A2 0,02 -0,14 0,10 -0,08
A1A3 >0,01 -0,14 0,08 -0,11
A1A4 0,06 >0,01 0,02 -0,07
A1A5 -0,05 -0,24 0,01 0,09
A2A3 0,06 -0,23 0,11 0,25
A2A4 >0,01 -0,027 -0,002 0,26
A2A5 -0,02 -0,09 0,04 -0,22
A3A4 0,01 -0,06 0,02 0,29
A3A5 -0,02 -0,19 0,04 -0,24
A4A5 -0,04 0,18 0,07 -0,24

Coeficientes AO: média da concentragdo; A1: massa; A2: tempo de extracdo; A3: numero de
ciclos; Ad:temperatura; A5: flush. Solventes utilizados: H: hexano, HD: sol. hexano: DCM (1:1),
DCM: diclorometano, AE: acetato de etila.

A média da concentracao de ésteres etilicos em amostras extraidas por PLE é
apresentada pelo coeficiente A0. Segundo os dados apresentados na Tabela XXXIX
pode-se dizer as amostras extraidas com hexano/DCM apresentaram maior
concentracdo de ésteres (0,33 %). Os demais solventes tiveram a média de sua
concentracao entre 0,09 % e 0,3 %.

A variavel massa apresenta efeito significativo quando as amostras sao
extraidas com hexano, DCM e acetato de etila, porém esse efeito é apresentado de
forma negativa influenciando no decréscimo de concentracao de ésteres, a medida que,

€ aumentado a massa de 1 para 3 gramas. O maior coeficiente é dado pelo modelo de
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acetato de etila (0,261) que é explicado por ser o solvente mais polar e pode apresentar
resisténcia na extracao destes compostos que sao apolares.

O tempo é dado como uma variavel que apresenta efeitos significativos para os
solventes hexano/DCM e DCM. Sendo que somente o Ultimo apresenta um efeito
significativo positivo, ou seja, a medida que se aumenta de 10 para 30 minutos o tempo
de extracdo se tem um aumento na concentracao de ésteres etilicos.

A variavel que corresponde ao numero de ciclos apresenta efeito significativos
para as amostras extraidas com Hexano/DCM e DCM, porém essa variavel confirma os
efeitos do tempo onde somente o DCM foi responséavel pelo aumento de concentracéao
(0,08 %). Ao aumentar o numero de ciclos e o tempo faz com que se aumente o poder
de interacdo do solvente com o analito e com isso a uma maior solubilidade no slvente
causando uma maior extragao.

A temperatura influéncia de forma negativa na concentracdo de ésteres etilicos
em hexano, porém esse fato se posiciona de forma contraria para amostras extraidas
com hexano/DCM que tende aumentar 0,43 % de ésteres quando se extrai a 100°C.

O flush possui efeito positivo para as amostras de hexano e hexano/DCM,
sendo que as extragdes com hexano DCM tendem a aumentar 0,16 % quando se passa
para 150 % de flush.

Os efeitos mais significativos para ésteres etilicos sado visto quando ocorre a
interacdo entre duas variaveis. Quando ha interacao entre o tempo e o numero de ciclos
ou o tempo e o flush, verifica-se que todos os solventes apresentam efeitos
significativos. Sendo que a primeira interacao apresenta efeitos positivos para quase
todos os solventes com excecdao das amostras extraidas com hexano, que possui a
tendéncia de diminuir a concentracao em 0,23 %. Por outro lado, as amostras de DCM,
tendem a aumentar a sua concentracdo em 0,04 % quando ocorre a interacdo entre o
tempo e flush, esse efeito € demonstrado de maneira negativa para os demais
solventes.

O flush também atua de forma significativa quando interage com o nimero de
ciclos e a temperatura, fazendo com que todas as amostras possuam efeitos
significativos. As amostras extraidas com DCM apresentam efeitos positivos com
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aumento de 0,04 % e 0,07 % da concentragdo com a interacao entre ciclos/flush e

temperatura /flush, respectivamente. As variaveis, temperatura e flush se mostram de

forma significativa também para as amostras extraidas com hexano/DCM, enquanto nas

demais extracdes os efeitos sdo negativos para a extracao.

Para analisar os efeitos das extracbes com PLE na concentracdo de acidos

graxos foi construido um modelo experimental

onde seus coeficientes estao

apresentados na Tabela XL, valendo as mesmas consideragdes feitas para os dados

de Tabela XXXIX.

Tabela XL: Coeficientes dos modelos
amostras de 6leos extraidas por PLE.

construidos para &acidos graxos livres em

coeficiente H HD DCM AE
A0 1,23 0,933 0,257 0,848
A1l 0,556 0,0311 0,0530 -0,192
A2 -0,257 -0,511 >0,01 0,148
A3 0,507 -0,534 -0,121 0,164
A4 -0,0453 -0,0604 -0,0936 0,0875
A5 0,530 >0,01 0,119 0,413
A1A2 -0,0169 -0,175 0,013121 0,0248
A1A3 -0,0316 -0,219 0,0558 0,0833
A1A4 0,220 -0,0266 0,110 0,478
A1A5 -0,403 -0,3012 0,126 0,0907
A2A3 0,199 -0,580 0,0293 0,215
A2A4 -0,979 -0,368 0,0760 -0,233
A2A5 0,166 -0,0410 0,0870 0,181
A3A4 0,224 0,732 0,117 0,207
A3A5 -0,428 0,142 0,0152 0,217
A4A5 >0,01 0,445 0,0780 -0,289

Coeficientes A0: média da concentracdo; Al: massa; A2: tempo de extracdo; A3: numero de
ciclos; Ad:temperatura; A5: flush. Solventes utilizados: H: hexano, HD: sol. hexano: DCM (1:1),

DCM: diclorometano, AE: acetato de etila.
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A média da concentracédo (A0, Tabela XL) de acidos graxos livres em amostras
extraidas por diferentes solventes utilizando PLE mostrou que a ordem crescente de
concentracdo de acidos graxos € dada do seguinte modo: DCM<AE<HD<H.
Provavelmente, a concentragdo de acido graxos livres nas amostras extraidas é dada
pela afinidade do solvente, ou seja, os triglicerideos da amostra extraida com DCM sao
extraidas facilmente pelo solvente que ndo a tempo da quebra entre o glicerol e a
molécula de acido graxo..

A massa influéncia de forma positiva aumentando a quantidade de acidos
graxos presentes na amostra, quando se passa de 1 para 3 gramas em extracdes com
hexano, hexano/DCM e DCM. Este efeito é sentido de maneira mais intensa nas
amostras com hexano que aumenta 0,53 % da concentracédo destes analitos.

O tempo sé mostra ter influencia em amostras extraidas com hexano e
hexano/DCM, porém essa influencia é dada de forma negativa, ou seja, diminui a
concentragdo com maior tempo de extracao.

O numero de ciclos é mostrado de maneira negativa para as amostras extraidas
com hexano/DCM e DCM, porém para as amostras extraidas com hexano esse efeito é
positivo fazendo com que as amostras tenham a tendéncia de aumentar a sua
concentracdo em 0,5 % quando se passa de 1 para 3 ciclos de extracao.

A temperatura age de forma significativa e negativa para as amostras extraidas
com hexano/DCM e DCM, mostrando que mesmo a temperatura de 100°C nao ha
formacao de acidos graxos livres se extraido em até 30 minutos.

O flush age de forma contraria aumentando a concentracdo de acidos graxos a
medida que se passa de 30 % para 150 %. Esse efeito é visto com maior intensidade
na amostras extraidas com hexano (0,53 %).

Embora a temperatura ndo seja vista como uma variavel que causa grande
influencia na extragdo quando apresentada individualmente. Quando se analisa a
interacdo dela com outras variaveis como massa, tempo e numero de ciclos verifica-se
que ela influencia todas amostras extraidas por PLE de maneira significativa. A
temperatura quando interage com outras variaveis é responsavel pelos coeficientes

com maior intensidade.
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Em amostras extraidas com hexano o efeito € positivo quando a massa e o
namero de ciclos interagem com a temperatura, ou seja, esse efeito aumenta a
concentracao de acidos graxos livres em 0,2 %. Ja para a interacdo tempo/temperatura
este efeito é negativo e tem uma tendéncia de diminuir 0,9 % da concentracdo dos
analitos.

Para as amostras com hexano/DCM os efeitos se apresentam de forma
negativa para as interacbes massa/temperatura e tempo/temperatura, mostrando que a
amostra terd menor concentracdo de acidos graxos livres. J& quando estudamos a
interacao entre numero de ciclos e temperatura verificamos que ha uma tendéncia em
gue as amostras aumentem em 0,73 % a concentracdo quando temos estas duas
variaveis atuando em seus maiores niveis.

Em amostras extraidas com DCM as interacbes entre massa/temperatura,
tempo/temperatura e ciclos/temperatura mostram ter um efeito significativo positivo que
aumenta o numero de acidos graxos em 0,1 %. Com este comportamento verifica-se
que, com solvente que possui um menor ponto de ebulicdo, a tendéncia de extrair
acidos graxos livres € maior que nos demais solventes quando se eleva a temperatura
em conjunto com outras variaveis.

As amostras extraidas com acetato de etila apresentaram coeficientes positivos
para a interacdo entre massa/temperatura (0,48 %) e numero de ciclos/temperatura
(0,20 %). ja para a interagao entre a temperatura/tempo é dada de forma negativa
mostrando um decréscimo na concentragdo de acidos graxos nas amostras (0,28 %).

A concentragdo de ésteres metilicos foi inferior a 0,01 % para todas as
extracdes por isso nao foi realizado o estudo de efeitos no planejamento experimental

levando em consideragao esses analitos como resposta.

4.2.2.2.3 OLEOS DE SEMENTE DE UVA EXTRAIDOS POR EXTRAGAO COM
FLUIDO SUPERCRITICO

A quantificacdo da fracdo nao ligada ao glicerol em amostras extraidas por SFE
foi realizada selecionando amostras de cada método de extracdo. A metodologia de

analise seguiu 0 mesmo padrdao empregado para a extragdo por prensagem, Soxhlet e
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PLE. A Figura 27 apresenta a soma das concentragées de ésteres metilicos, ésteres
etilicos e acidos graxos presentes na fracdo nao ligada ao glicerol.

concentragao (%)

Co2 Pro
P Hex

sopioe

Et1

S00I[1}d

sool[11eW

W metilicos Oetilicos O 4acidos

Figura 27: Anadlise quantitativa de compostos nao ligados ao glicerol em amostras de
6leo de semente de uva extraidas por SFE.

Através dos dados apresentados na Figura 27 confirma-se a presenga de uma
pequena quantidade de ésteres metilicos, aproximadamente 0,007 % + 0,002. Esse
valor é aproximadamente o mesmo encontrado nas demais amostras de 6leo de
semente de uva analisadas, o que sugere que esses compostos nao estdo sendo
influénciados pelo método de extracao.

A concentracdo de ésteres etilicos é superior a de ésteres metilicos, chegando
a 0,08 % + 0,01 para todas as amostras extraidas por SFE. A quantidade encontrada
nessa amostra esta dentro da faixa de concentracdo encontrada para outros métodos
de extragéo.

Os acidos graxos livres presentes no 6leo de semente de uva estao distribuidos
de forma distinta entre as amostras extraidas com SFE. A extracdo com SFE utilizando

CO,, como solvente extrator, apresentou a menor concentracao (0,72 %), enquanto que
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a extracdo com propano, apresentou 1,26 %. Tendo em vista o tempo de extragao, 220
minutos e 30 minutos, respectivamente, o propano se mostrou melhor solvente extrator
que o CO; para esses analitos.

As amostras utilizando etanol como solvente modificador apresentaram
concentracao de 0,89 % enquanto que a amostra extraida com 10 % de hexano obteve
uma concentracao de 1,07 % de acidos graxos livres presentes. Nesse caso se repetiu
a tendéncia dos demais solventes extratores, sendo que o solvente de menor
polaridade conseguiu uma melhor extracao que o solvente de maior polaridade.

A influéncia da polaridade do solvente, na extragdo de éleo de semente de uva
com maior concentracdo de acidos graxos, utilizado € percebida até mesmo quando
comparado todas as amostras extraidas por SFE, sendo que a concentracao de acidos
graxos livres € maior para o solvente com propriedades apolares (propano).

4.2.2.3 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A FRAGAO INSAPONIFICAVEL NOS
OLEOS DE SEMENTE DE UVA

As amostras apresentaram semelhantes concentragbes de ésteres metilicos,
nao ultrapassando 0,01 % do total dos analitos, presentes nas amostras de 6leo de
semente de uva.

A concentracdo, de ésteres etilicos, variou entre 0,002 e 1 %, sendo que
amostras que apresentaram maior concentracdo, foram amostras de 6leo de semente
de uva extraidos por PLE, mostrando que a pressao utilizada neste método de extracao
auxilia na extracao destes ésteres.

A andlise de acidos graxos livres, presentes nas amostras extraidas com a
mistura de sementes de uva Isabel e Herbemont, mostrou que a amostra extraida por
PLE a 100°C, com 3 ciclos de extracdo de 30 minutos apresentou 0 maior a

concentragao.
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4.2.3 TRIACILGLICEROL (TG)

4.2.3.1 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

As analises de triglicerideos nas amostras de 6leos de sementes de uvas foram
realizadas segundo o método da AOAC que identifica os triglicerideos presentes nas
amostras pela relagcdo entre o nimero de carbonos € o nimero de duplas ligagdes
existente em cada acido graxo que compde o triglicerideo. O método da AOAC esta
descrito no capitulo da experimental, pagina 51, e serve como alternativa para calculo
dos triglicerideos, visto que ainda ndo existem padrbes comerciais para todos 0s
triglicerideos. Os padrées utilizados foram a trilaurina (LaLala), a tripalmitina (PPP),
triestearina (StStSt), a trioleina (OOOQ) e a trilinoleina (LLL).

O dleo de soja, que ja é estudado pela literatura, serviu como amostra de
referéncia para este trabalho. Para confirmar a presenca de triglicerideos a Figura 28
apresenta a comparacgao do 6leo de soja e alguns padrées comerciais.

0.8000 ° STSTST
O dleo de soja
0,6000 | @ padroes
0,4000 |
I PPP
— 0,1719 [
S 000
S 00315 | =
8 (]
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-0,2266 |
N o LLL
-0,3649 | = ]
-0,4736 (m}
LalLala o
-0,6000 | ®
-0,8000 . . . . . . . . .
0 2 3 4 5 6 7 8
ligacoes duplas

Figura 28: Representacao grafica do 6leo de soja e dos padrdes de triglicerideos. La:
laurico, P: palmitico, L: linoléico, O: oléico, St: estearico.
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Ao avaliar o resultado da comparacao, entre o éleo de soja e os padroes pode-
se verificar que existem as sobreposi¢cdes dos pontos, onde os compostos estao
presentes nas amostras. Através do grafico da AOAC (Tabela XVI, pagina 55), verifica-
se que existe uma linearidade entre as duplas ligagbes em relacdo ao tempo de
retencao relativo (log a (i)). O mesmo procedimento foi adotado para a comparacao
entre o 6leo de semente de uva comercial e o 6leo de soja. Na Figura 29 sao
apresentados os resultados obtidos com a comparacdo do 6leo de soja e 6leo de

semente de uva para fins farmacéuticos (B).
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Figura 29 : Representacao grafica do 6leo de soja e da amostra para fins farmacéuticos
(B). P: palmitico, L: linoléico, O: oléico, Ln: linolénico, St estearico.

Embora as duas amostras tenham muita semelhanga, existem dois

triglicerideos (PPL e PLLn) ndo encontrados no 6leo de semente de uva comercial.
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4.2.3.2 ANALISE DE TRIACILGLICEROL NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
COMERCIAIS E OBTIDOS POR TECNICAS CLASSICAS (PRENSAGEM E
SOXHLET)

Os resultados quantitativos das amostras de semente de uva para fins
alimenticios (A), para fins farmacéuticos (B) e as demais amostras extraidas por
prensagem serao apresentadas na Tabela XLI.

Tabela XLI: Concentracao de triglicerideos em éleos comerciais de semente de uva e
extraidos por prensagem e Soxhlet, expressos em porcentagem.

Isabel/Herbemont comerciais
ECN nome prensa Soxhlet A B

38 LLnLn ND 0,12 0,14 0,04
38 Isdbmero ND 0,07 ND ND
40 LLLn 0,58 0,67 0,42 0,68
40 IsGmero ND 0,18 0,07 ND
42 LLL 40,54 41,53 39,78 37,28
42 PLLn 0,27 ND ND ND
44 OLL 21,12 20,66 22,08 22,33
44 PLL 14,09 13,64 14,06 13,53
46 OOL 5,40 5,41 5,90 6,52
46 POL + StLL 12,20 11,58 12,75 12,84
46 PPL 0,16 0,27 ND ND
48 000 1,08 1,25 0,83 1,83
48 StOL + (?) 3,52 3,44 3,55 4,06
48 (POP) 0,41 0,60 ND ND
48 PPP 0,46 0,26 0,42 0,89
? 07 ND ND ND ND
? ? 0,18 ND ND ND

** (A) amostra comercial alimenticia, (B) amostra comercial farmacéutica;
(P) palmitico, (L) linoléico, (O) oléico, (St) esteérico e (Ln) linolénico. ND: n&o detectado

Através da Tabela XLI verifica-se a semelhanca de resultados quanto aos
triglicerideos presentes em maior concentragdo nos 6leos de sementes de uva. O
triglicerideo majoritario é a trilinoleina (LLL), seguindo de outros triglicerideos (OLL, PLL
e StLL + POL) que contém o acido linoléico ligado a molécula de glicerol, confirmando
assim os resultados da analise de acidos graxos totais que mostra a grande
concentragdo deste acido graxo.

Lisiane dos Santos Freitas 123



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

O exemplo apresentado na metodologia da AOAC mostra o triacilglicerol StOL e
nao identifica o outro triglicerideo que coelui, porém ao observar o grafico de niumero
equivalente de carbono (ECN), apresentado na parte experimental (pagina 55),
constata-se que o possivel triacilglicerol coleluido seja composto de um acido graxo
estearico, um palmitico e um linoléico (StPL) ou um acido graxo palmitico e dois oléicos
(POO). O estudo baseado no triangulo de separacdo de triglicerideos (TST)
(pagina 55), afirma que o StOL possui na soma de seus acidos graxos 54 carbonos e 3
ligacdes duplas o corresponde ao ECN 48, por isso os triglicerideos que podem coeluir
com ele devem ter este mesmo ECN 48 e n°de carborno 52 e 2 ligag6es duplas.

Esta questdo sé poderia ser solucionada com a separacao total dos picos e a
confirmacgao através de padrdes dos triglicerideos, StPL e POO. Estudos da literatura
quando discutem a coeluicdo destes picos apontam diferentes solucbes para este
problema, porém ainda nao foi confirmada com a comparacéao de padrdes.

As amostras comerciais e amostras extraidas por prensagem e Soxhlet das
variedades Isabel/Herbemont possuem aproximadamente 40% de trilinoleina (ECN 42).

Os resultados das amostras sao apresentados através da Figura 30.
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Figura 30: Grafico da relagdo entre numero equivalente de carbonos (ECN) e
percentual de triglicerideos para amostras comerciais (A) amostras para fins
alimenticios (B) para fins farmacéuticos e amostras extraidas por prensagem e Soxhlet.
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A trioleina (OOQ), ECN 48, no 6leo comercial B, é dada em maior quantidade
que nas outras amostras, porém as amostras apresentaram concentragcdo em torno de
5,65 + 0,82 %, mostrando que a diferenca é minima entre as amostras. A concentracao
dos triglicerideos que compde ECN 38 (LLnLn) e ECN 40 (LLLn) sdo semelhantes entre
si e possuem valores proximos a zero.

Existem mais dois triglicerideos que aparecem em algumas amostras de 6leo
de semente de uva que nao sao identificados na amostra de 6leo de soja. Esses dois
picos sao eluidos apds a PPP e por isso ao comparar a ordem de eluicdo dos picos
presentes nas amostras de 6leo de soja e 6leo da semente de uva Figura 31, dada pelo

TST, esses compostos deverdao possuir ECN igual ou maior que 50.
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Figura 31: Cromatogramas da anélise de triglicerideos em (a) éleo de soja e (b) 6leo de

semente de uva Isabel/Herbemont; Condigées cromatogriéficas citadas na Segéo 3.6.3.3, pag 54.
ECN: numero equivalente de carbonos.

De acordo com Waner e colaboradores [140], ocorre um decréscimo de acido
linoléico e oléico em Oleo vegetais que sofrem aquecimento, por isso pretende-se
avaliar se em amostras 6leo de semente de uva extraida por Soxhlet, ocorre a perda ou
o decréscimo de triglicerideos na amostra. Os resultados estdo apresentados na Tabela

Lisiane dos Santos Freitas 125



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

XLIl, na qual verifica a auséncia dos dois compostos que saem apo6s a eluicao da
tripalmitina (PPP), assim como a do triglicerideo PLLn. Os resultados também
confirmam a maior quantidade de LLL no éleo de semente de uva.

Os resultados obtidos da analise de triglicerideos nas amostras extraidas em
Soxhlet mostraram pouca diferenca quantitativa em relacdo as amostras extraidas por
prensagem, por isso pode-se dizer que a temperatura de extracao
(+ 70°C) utilizada nao é suficiente para que ocorra grande alteracao da concentracao de
triglicerideos no 6leo.

4.2.3.3 ,ANALISE DE TRIACILGLICEROL NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
EXTRAIDOS COM LIQUIDO PRESSURIZADO

Amostras extraidas por PLE com hexano, solucdo de hexano:DCM (1:1), DCM
e acetato de etila apresentam os resultados semelhantes aos 6leos extraidos por
prensa e Soxhlet, sendo assim, faz-se necessario a andlise de resultados apenas pelo
expressao grafica de ECN X concentracado de triglicerideos (%). As tabelas, com os
dados percentuais, de cada triglicerideos encontram-se no Anexo lll. Os resultados
obtidos para as amostras estdo apresentados nas Figuras 32, 33, 34 e 35,

respectivamente.
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Figura 32 : Quantificagao dos triglicerideos, expresso em ECN, nas amostras de 6leo
de semente de uva extraida por PLE em hexano.
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Figura 33 : Quantificagdo dos triglicerideos, expresso em ECN, nas amostras de 6leo
de semente de uva extraida por PLE em solugéo de hexano: DCM (1:1).
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Figura 34 : Quantificagao dos triglicerideos, expresso em ECN, nas amostras de 6leo
de semente de uva extraida por PLE em DCM.
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Figura 35 : Quantificagdo dos triglicerideos, expresso em ECN, nas amostras de 6leo
de semente de uva extraida por PLE em acetato de etila.

As amostras extraidas por PLE apresentaram o mesmo perfil cromatografico
variando somente o desvio padrdo entre as amostras, dentro do grupo extraido pelo
mesmo solvente. O ECN — 42 para todas as amostras permaneceu em torno de 41 %,
enquanto que para o ECN — 46 que esta na faixa dos 17 %.

Para ECN — 44 as amostras extraidas com a solucédo de hexano, hexano: DCM
(1:1) e DCM o resultado encontrado estda em torno de 34 %, porém as amostras com
acetato de etila apresentaram grande variacao de 18 % a 40 % , tendo o valor médio de
28,5 %.

O ECN - 48 ocupa a 4° posicao e possui aproximadamente 5,5 % de
triglicerideos presentes em 6leo de sementes de uva extraidos com hexano, solugéo de
hexano:DCM (1:1) e DCM. As amostras extraidas com acetato de etila apresentaram
grande variacao nos seus resultados e obtiveram como valor médio 7,5 %.

As amostras extraidas com hexano, solucdo de hexano: DCM e DCM
apresentaram valores muito baixos para o ECN — 40, proximos a zero. Porém nas

amostras extraidas com acetato de etila a concentragdo variou significativamente. Os
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triacilglicerois que possuem ECN — 50 também tiveram sua concentragéo alterada em
amostras extraidas com a solugéo de hexano:DCM (1:1).

Algumas amostras sao responsaveis por apresentar comportamento
diferenciado das demais extraidas com o mesmo solvente. Dentre essas amostras esta
o 6leo de semente de uva extraido com hexano em 3 ciclos de 30 minutos a 25°C (H -
8) que apresenta o maior valor de ECN — 40 e o menor para ECN — 44.

Entre as amostras extraidas com a solucao de hexano:DCM (1:1) obtivemos os
maiores valores de ECN — 48 e ECN — 50 para a amostra HD — 13, essa mesma
amostra é responsavel por apresentar os menores valores para ECN — 44 e ECN 46.

As amostras com DCM apresentaram grande uniformidade em seus resultados,
porém a amostra de DCM — 15 se diferenciou um pouco do grupo quando apresentou
menor valor para ECN 42.

A amostra extraida em acetato de etila com 3 ciclos de extragdo de 10 minutos
com a temperatura de 25°C (AE — 6) apresentou a maior quantidade de ECN 42, devido
a alta concentracdo de LLL. Enquanto que o 6leo de semente de uva, AE — 10,
apresentou maior valor de ECN — 40. O conjunto de amostras que apresentaram maior
variabilidade no ECN, foram as amostras extraidas com acetato de etila. Porém todas
as amostras estdo dentro da faixa de desvio estabelecido pela AOAC para a andlise de
triglicerideos em Oleos vegetais.

Tendo em vista a pouca diferenca de concentracéo de triglicerideos entre as
amostras extraidas por PLE, faz-se uso da ferramenta estatistica para melhor
compreender qual a melhor condicdo de extracdo e quais efeitos que cada condicéao
tem sobre os analitos majoritarios. Como a concentracédo de triglicerideos € dada em
funcdo do nimero equivalente de carbonos (ECN) utilizou-se para essa analise o ECN
— 42, ECN —44 e ECN — 46.

Para estudar a influéncia da massa, tempo de extracdo, numero de ciclos,
temperatura e flush, na andlise de triglicerideos, faz-se uso da Equacao 4, pagina 62. A
equacao geral e os valores dos seus respectivos coeficientes estdo apresentados nas
Tabelas subsequentes, fazendo as devidas discriminacdes para os coeficientes que se

mostraram significativos (negrito).
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Quando é feita a analise de ECN — 42, em realidade faz-se o somatorio da
concentragéo de trilinoleina (LLL) e do linoleioilpalmitoil linolenioilglicerol (PLLn), devido
ao fato de serem os Unicos triglicerideos presente no 6leo de semente de uva com essa
classificacdo. Os coeficentes obtidos para a andlise de ECN — 42 em amostras
extraidas com hexano, solucdo de hexano:DCM, DCM e acetato de etila estao
apresentados na Tabela XLII.

Tabela XLII: Coeficientes dos modelos construidos para ECN-42 em amostras de éleos
extraidas por PLE.

coeficiente H HD DCM AE
AO 41,5 41,2 41,5 42,8
Al 1,64 0,432 0,118 2,00
A2 0,868 0,506 0,998 -0,218
A3 -1,22 -0,782 0,491 0,536
A4 2,63 0,689 0,293 -1,78
A5 -0,0637 -0,08 -0,248 0,936
A1A2 -0,116 -0,461 0,113 0,826
A1A3 0,901 0,475 0,271 -0,528
A1A4 -0,581 -0,0327 0,483 - 3,06
A1A5 - 2,38 -0,0664 0,216 0,316
A2A3 -0,188 0,439 -0,303 -2,92
A2A4 -1,06 -0,75 - 0,896 0,476
A2A5 -0,888 1,37 -0,458 -0,628
A3A4 0,726 -1,09 -0,103 -1,84
A3A5 1,60 -0,44 -0,306 2,37
A4A5 -1,52 1,03 -0,643 -3,33

Coeficientes AO: média da concentragdo; A1: massa; A2: tempo de extracdo; A3: numero de
ciclos; Ad4:temperatura; A5: flush. Solventes utilizados: H: hexano, HD: sol. hexano: DCM (1:1),
DCM: diclorometano, AE: acetato de etila.

A andlise de ECN — 44 compreende o somatério da concentracdo de
linoleioiloleoil linoleioilglicerol (OLL) e linoleioilpalmitoil linoleioilglicerol (PLL), devido ao

fato de serem os Unicos triglicerideos presente no 6leo de semente de uva com esta
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classificacdo. Os coeficientes obtidos para a analise de ECN — 44 em amostras
extraidas com hexano, solucdo de hexano:DCM, DCM e acetato de etila estao

apresentados na Tabela XLIII.

Tabela XLIII: Coeficientes dos modelos construidos para ECN — 44 em amostras de
Oleos extraidas por PLE.

Coeficiente H HD DCM AE
A0 33,2 34,3 34,7 28,6
Al -0,572 0,794 0,418 -5,25
A2 1,06 1,11 0,266 -2,46
A3 0,665 -0,678 -0,308 -0,245
A4 2,41 -1,06 0,0587 0,682
A5 2,84 -0,565 0,0187 -0,160

A1A2 -0,100 -0,324 0,131 -0,597
A1A3 2,43 0,604 0,156 1,68
A1A4 0,570 1,37 0,0287 0,515
A1A5 0,930 0,755 -0,0812 3,09
A2A3 -0,642 -0,405 0,0637 -3,00
A2A4 -2,05 -0,468 -0,328 3,15
A2A5 -1,14 0,695 0,126 3,69
A3A4 0,877 0,105 -0,258 6,07
A3A5 -0,467 0,0545 0,236 -2,42
A4A5 -2,73 -0,341 0,233 3,30

Coeficientes A0: média da concentracdo; Al: massa; A2: tempo de extracdo; A3: numero de
ciclos; Ad4:temperatura; A5: flush. Solventes utilizados: H: hexano, HD: sol. hexano: DCM (1:1),
DCM: diclorometano, AE: acetato de etila.

Os coeficientes obtidos para a analise de ECN — 44 e 46 em amostras extraidas
com hexano, solu¢do de hexano:DCM, DCM e acetato de etila estdo apresentados nas

Tabela XLIII e XLIV, respectivamente.
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Tabela XLIV: Coeficientes dos modelos construidos para ECN — 46 em amostras de
Oleos extraidas por PLE.

coeficientes H HD DCM AE
Ao 17,7 16,9 16,8 18,5
A1 -1,34 -0,458 0,0862 0,405
A2 -1,41 -0,267 -1,03 6,12
A3 0,580 0,544 0,393 2,01
A4 -2,40 -0,852 -0,0837 -1,83
A5 114 -0,215 0,221 -1,59
A1A2 0,860 -0,0766 0,688 2,65
A1A3 -1,74 0,286 -0,0187 -2,44
A1A4 0,902 0,00128 0,0237 1,63
A1A5 1,74 0,760 -0,216 -3,46
A2A3 0,167 1,73 0,151 0,945
A2A4 1,77 1,56 -0,356 0,465
A2A5 0,650 -0,851 0,0987 0,445
A3A4 0,470 0,310 -0,0937 0,860
A3A5 -0,110 -0,390 0,466 0,260
A4A5 2,08 -1,23 0,0537 -1,83

Coeficientes A0: média da concentracdo; Al: massa; A2: tempo de extracdo; A3: numero de
ciclos; Ad4:temperatura; A5: flush. Solventes utilizados: H: hexano, HD: sol. hexano: DCM (1:1),
DCM: diclorometano, AE: acetato de etila.

4.2.3.4 ,ANALISE DE TRIACILGLICEROL NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
EXTRAIDOS COM FLUIDO SUPERCRITICO

Devido a grande similaridade dos resultados apresentados na maioria das
extragdes realizada com diferentes solventes, somente algumas amostras de SFE
foram analisadas de forma quantitativa quanto ao teor de triglicerideos. Os dados
obtidos das amostras extraidas com fluido supercritico em CO. e propano sao
apresentados a Figura 36.
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Figura 36: Andlise quantitativa de triglicerideos em amostras extraidas por SFE em
CO: e propano.

As amostras extraidas com CO. e propano como fluido supercritico apresentam
maior similaridade entre os resultados que as amostras extraidas por PLE.

Quando sao analisados os resultados das extracbées com CO,, a amostra (CO,
— 7) extraida com temperatura de 45°C e pressao de 250 bar (densidade reduzida
1,85), apresentou menor valor para ECN - 46 e ECN — 48 e maior valor para ECN — 42
e ECN - 44. O comportamento oposto para a amostra CO, — 6, que foi extraida a 45°C
e 60 bar (densidade reduzida 0,83).

As demais amostras possuem valores intermediarios de densidade reduzida e
seus resultados também ficaram entre as amostras CO, — 6 e CO, — 7. As amostras
extraidas com propano nao possuem grandes diferencas em termos de densidade entre
si e apresentaram o mesmo perfil, quanto ao teor de triacilgliceréis que as amostras
extraidas com COs.

As amostras extraidas com solventes modificadores apresentaram o mesmo

perfil (Figuras 37 e 38) que os demais resultados obtidos para a extragdo do 6leo de
semente de uva.
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Figura 37: Concentracdo de triglicerideos em amostras extraidas por SFE em CO,
utilizando 10% de solventes modificadores. (H) hexano, (HD) solugdo hexano:DCM
(1:1), (AE) acetato de etila e (MeOH) metanol.

As amostras extraidas com 10 % de solventes modificadores, nas mesmas
condicoes de temperatura e pressao (45°C e 181 bar), apresentaram resultados
proximos entre si para cada um dos triglicerideos analisados. Nao foi constatado
nenhum triglicerideo apos a tripalmitina (PPP). A analise de triglicerideos realizada em
amostras extraidas com etanol, como solvente modificador em diferentes

concentracoes, esta apresentada na Figura 38.
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Figura 38: Andlise quantitativa de triglicerideos em amostras extraidas por SFE em
CO, utilizando etanol como solvente modificador em diferentes concentracoes.

Entre as amostras extraidas com etanol a amostra que apresentou
comportamento diferenciado foi a extracdo com 3 % de etanol como solvente
modificador. Porém os demais resultados apresentaram grande similaridade, tendo
pequenas variacdes quanto a concentracao da trilinoleina (LLL) que é o composto
principal dessa amostra.

A média obtida para as extracées de solventes modificadores a 10% € as
extracoes que utilizaram etanol sdo de 0,05 % e 0,03 % para ECN — 38, 0,21 % e 0,35
% para ECN — 40; 43,13 % e 44; 58 % para ECN — 42; 32,84 % e 32,93 % para ECN —
44; 17,48 % e 15,88 % para ECN — 46 e 6,30 % e 6,23 % para ECN — 48.0s valores
individuais de cada triglicerideo estdo apresentados no Anexo IV.

4.2.3.5 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE TRIACILGLICEROL NOS OLEOS DE
SEMENTE DE UVA

As amostras, de 6leo de semente de uva, apresentaram o mesmo perfil

cromatografico de triacilglicerois,em todos os métodos de extragdo. Entre as variedades
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de uvas analisadas foram percebidas poucas diferencas entre a concentracdo dos
analitos.

Entre os métodos de extracdo o que apresentou maior desvio entre as amostras
foi o PLE devido as extrac6es com acetato de etila.

A maior concentracao corresponde a trilinoleina (LLL), a qual se encontra com
concentracdo em torno de 40 % na forma deste triacilglicerol simples, classificado assim
por apresentar trés acidos graxos iguais ligados a molécula do glicerol.

Alguns triglicerideos como PLLn, LLnLn e POP sao encontrados com
concentragéo inferior a 1 % e nem sempre sao identificados nas amostras de 6leo de

semente de uva extraida.

4.2.4 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

4.2.4.1 ANALISE DE CATEQUINAS

A presenca de compostos fendlicos, como catequinas, em Oleos vegetais
confere propriedades antioxidantes que valorizam o produto comercial, podendo utiliza-
los para fins de cosméticos e farmacéuticos e nao somente para fins alimenticios. As
amostras de 6leo de semente de uva foram extraidas e apds preparadas como descrito
na Secao 3.5.4, pagina 52. A Figura 39 apresenta exemplos de cromatogramas obtidos
com a analise de catequinas em 6leo de semente de uva, do padrdes e das amostras
de 6leo obtido por prensagem e por PLE.
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Figura 39: Andlise de catequinas em (a) padréo (b) amostra de éleo prensado das uvas
Isabel/Herbemont (c) amostra de 6leo de semente de uva Isabel/Herbemont extraido
por PLE em hexano. Condicdo cromatogréficas citadas no texto (Segao 3.5.4, pag 52).

Quando analisado o 6leo de semente de uva verificou-se que, em amostras
extraidas por prensagem, nao foi possivel identificar a presenca de compostos fenélicos
como catequinas. O mesmo comportamento também foi encontrado em 6leos extraidos
por Soxhlet. Sugere-se que, a quantidade extraida, desses compostos, no 6leo de
semente de uva, € muito pequena ou se perde ao longo do processo de extracao, por
isso para uma melhor andlise seria necessaria uma etapa de pré-concentracdo da
amostra.

Em amostras extraidas por PLE foram identificadas a presenca de catequinas
no éleo de semente de uva extraido com hexano. Com base nos dados apresentados

Lisiane dos Santos Freitas 137



OLEO DE SEMENTE DE UVA — TESE DE DOUTORADO

na Figura 39, verifica-se que o método de extracédo influenciou significativamente na
extracdo de compostos fendlicos presentes nas sementes de uva. Sabe-se que
compostos fendlicos apresentam certa polaridade devido a presenca de hidroxilas nas
moléculas, por isso a solubilidades destes € maior com solventes polares, o que sugere
que para as demais amostras extraidas com diclorometano e acetato de etila a
concentragao seja maior.

Através do cromatograma (C) apresentado na Figura 39, também é possivel
verificar a presenca de outros compostos fendlicos, em maior concentragdo, que nao

sao identificados neste trabalho.
4.2.4.2 ANALISE DE VITAMINA E

4.2.4.2.1 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

A familia da vitamina E confere caracteristicas antioxidantes importantes para o
armazenamento dos 6leos vegetais, retardando a rancificacdo e aumentando a vida util
de prateleira. Além disso, serve como fonte natural para o organismo humano. Essa
familia tem como componente principal o a — tocoferol por ser encontrado de forma
mais abundante e ter suas fungdes ja elucidadas no organismo humano. A analise de a
— tocoferol, expresso como vitamina E, nesse trabalho, foi realizada através da injecao
direta da amostra, em HPLC, como descrita na Secao 3.5.4, pagina 53.

Neste trabalho foram analisadas amostras de 6leo de semente de uva
provenientes de diferentes métodos de extragdo quantificados pelo método de
padronizacdo externa. A Figura 40 apresenta a faixa de linearidade utilizada nesse
trabalho, coeficiente de correlagdo (r?) e a equacdo da reta encontrada para o o —

tocoferol.
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Figura 40: Determinacéo gréfica da faixa de linearidade, equacao da reta e coeficiente

de correlacao do a — tocoferol.

Através dos valores apresentados na Figura 40 pode-se observar que foram

obtidos bons resultados na construcao da curva de calibracdo que apresentou

coeficiente de correlacdo superior a 0,99, possibilitando assim a quantificacao das

amostras por HPLC com detector de UV, nas condigcbes citadas no capitulo

experimental. Foram quantificadas amostras comerciais e amostras extraidas nesse

trabalho (prensa, Soxhlet, PLE e SFE). Um exemplo dos cromatogramas obtidos com o

padrdo e com uma amostra de Soxhlet do 6leo de semente de uva identificando o a —

tocoferol est4 apresentado na Figura 41.
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Figura 41 : Cromatogramas da solugdo padrdao de a — tocoferol (a) e de éleo de

semente de uva extraida por Soxhlet (b).
Condigbes cromatograficas: citadas no texto (Secao 3.5.4, pag, 53).

42422 ANALISE DE VITAMINA E NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
COMERCIAIS E OBTIDOS POR TECNICAS CLASSICAS (PRENSAGEM E
SOXHLET)

Os resultados referentes as analises de amostras comerciais e amostras
extraidas de diferentes variedades de sementes de uvas por prensagem e Soxhlet,
estdo apresentados na Figura 42. Nesta figura verifica-se que existe diferenca
significativa entre as amostras comerciais, para fins farmacéuticos (B) que possui
aproximadamente 7 (mg/100g) e 6leo para fins comestiveis (A) que se encontra em 2,5
(mg/100g) de vitamina E. A amostra (B) também foi responsavel por apresentar maior

concentracdo que as demais amostras analisadas.
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Figura 42: Concentracao de a — tocoferol (mg/100g) em amostras comerciais de 6leo
de semente de uva, (A) amostra para fins alimenticios e (B) amostras para fins
farmacéuticos, e amostras extraidas por prensagem e Soxhlet.

A amostra que apresentou maior diferenca de concentracao de vitamina E, foi a
amostra comercial utilizada para fins farmacéuticos. As demais amostras apresentaram
resultados semelhantes de concentracao (aproximadamente 3%) entre si. Os resultados
obtidos sugerem que os 6leos para fins farmacéuticos e para fins alimenticios néo

foram extraidos de sementes do mesma variedade de uva.

4.2.4.2.3 ANALISE,DE VITAMINA E NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
EXTRAIDOS COM LIQUIDO PRESSURIZADO

A andlise dos resultados de quantificagdo da vitamina E, em amostras extraidas
por PLE, de acordo com o planejamento experimental utilizado, é apresentada na
Tabela XX. Através destes resultados foi construido um modelo experimental para cada
solvente. ApOGs a analise dos efeitos foi construido um modelo experimental foi
simplificado somente com as variaveis que apresentaram efeitos significativos em cada

planejamento para a extragao vitamina E no éleo de semente de uva.
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Tabela XLV: Concentracao de o- tocoferol em amostras, de éleo de semente de uva,

extraidas por PLE.

o- tocoferol (mg/100Q)
experimentos H HD DCM AE
1,28 2,73 2,583 1,71
1,96 237 149 1,14
401 247 1,79 1,00
048 2,71 0,72 0,59
1,56 220 1,80 2,17
066 147 1,43 1,80
1,50 2,08 1,583 2,75
1,79 2,60 1,06 145
1,52 220 2,76 2,90
1,12 1,65 2,26 0,91
271 033 0,69 0,27
243 1,04 1,08 0,93
1,41 052 1,62 3,28
239 267 296 1,18
220 153 1,02 0,60
16 2,11 156 0,95 3,15

*solventes: H: hexano, HD: hexano:diclorometano (1:1), DCM: diclorometano, AE: acetato de etila

T PrEO NI O©O®NOUAWN =

O modelo é construido com uma variavel dependente e cinco variaveis
independentes. A Equacao 8 representa o modelo do planejamento semi-fatorial
realizado para o hexano e demais solventes empregados na extragcdo do éleo de
semente de uva com vitamina E. Os valores de coeficientes obtidos para cada solvente

esta apresentado no Anexo 4.

vitamina E (mg/100g) = A0+ A1X1 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + A5X5 + A12X1X2 +
A13X1X3 + A14X1X4 + A15X1X5 + A23X2X3 + A24X2X4 + A25X2X5 + A34X3X4 +
A35X3X5 + A45X4X5 (Equacao 8)

Onde: (X1) massa, (X2) tempo, (X3) ciclos, (X4) temperatura e (X5) flush.

a) andlise dos 6leos extraidos por PLE com hexano

Dentre as amostras estudadas o experimento 3 (1g de amostra, 1 ciclo, 30

minutos, 25°C e 30 %) apresentou a maior concentracdo de vitamina E
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(4,01 mg/100g). Por outro lado, o experimento 4 (3g de amostra, 1 ciclo, 30 minutos,
25°C e 150 %) apresentou a menor concentracédo (0,48 mg/100g ) deste analito. Ao
analisar as condicdes experimentais destas duas amostras, verifica-se que apenas as
variaveis massa e flush foram modificadas. Estas mesmas variaveis sdo as
responsaveis pelo efeito negativo discutidos no modelo proposto para este solvente.

A andlise dos efeitos é dada da mesma forma que a analise de rendimento das
amostras extraidas por PLE. Sendo que efeitos positivos conferem um acréscimo na
concentracao da vitamina E e efeitos negativos causam decréscimo na concentracao
desse analito. A média dos valores analisados é atribuido ao primeiro termo da equacao
(A0), o qual apresentou para o conjunto de extracdes com hexano 1,82 (mg/100g).

A variavel que apresentou maior efeito foi o flush (X5), porém esse efeito foi
responsavel por um decréscimo da concentracao de vitamina E de 0,82 (mg/100g)
qguando modificamos de 25 % a 150 %. Por outro lado o tempo (X2) apresentou um
acréscimo de 0,67 (mg/100g) quando o planejamento varia de 10 minutos para 30
minutos, demonstrando através deste modelo que a extragdo com maior tempo é
necessaria para a retirada de vitamina E da semente de uva.

A massa (X1) também apresentou efeito negativo de 0,41 (mg/100g) quando o
planejamento experimental é alterado de 1 a 3 gramas. Porém, as intera¢des entre as
variaveis massa/ciclos (X1X3) e massa/temperatura (X1X4) apresentam efeitos
positivos, 0,41 (mg/100g) e 0,46 (mg/100g), respectivamente. Com isso pode-se dizer
que com 3 gramas de semente de uva é necessario o uso da temperatura ou do
namero de ciclos para que haja uma maior recuperagéao do analito.

A interacdo entre o flush e a temperatura apresenta um efeito positivo de
0,53 (mg/100gq), indicando que uma maior quantidade de solvente a uma temperatura
maior a uma melhor extracado do analito.

Como foi visto nos dados acima a massa e flush foram as varidveis que
alteradas apresentaram um decréscimo de vitamina E no 6leo de semente de uva.
Embora a massa tenha apresentado um valor negativo, ela demonstrou um valor com
menor intensidade em relacdo ao do flush que também foi apresentado ao modelo
através do decréscimo de vitamina E quando se alterasse de 30 a 150 % de flush.
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b) analise dos 6leos extraidos por PLE com solu¢do hexano:diclorometano (1:1)

Com excecdao da variavel massa (0,25), as demais variaveis isoladas
apresentaram efeitos negativos para o rendimento de vitamina E, ou seja, ao passar do
seu nivel minimo para o maximo a sua concentracdo tende a diminuir. As variaveis que
apresentaram maior decréscimo de concentracao foram a temperatura (-0,89) e o flush
(-0,50).

Porém, quando calculado os efeitos entre a interacdo de duas variaveis a
maioria desses resultados levam a um acréscimo de vitamina E. A varidvel massa em
relacdo ao flush resulta em um aumento de 0,41 (mg/100g), assim como a variavel
tempo em relacdo ao flush que acresce 0,37 (mg 100g ') de vitamina E no éleo,
enquanto que a combinacdo entre tempo e ciclos promove um decréscimo de
0,46 (mg 100g ") desta vitamina.

Quando analisado os resultados obtidos com os extratos de hexano:DCM
verifica-se que o numero de variaveis significativas com efeito positivo reduziu em
relacdo as variaveis encontradas nas amostras extraidas com hexano. Porém a média
apresentada por esse conjunto de experimentos (1,88 mg/100g) foi proximo da média
dos experimentos com hexano.

As concentragbes de vitamina E nas amostras variam de 0,4 a
aproximadamente 3 (mg/100g) no 6leo extraido. Porém ao realizar uma média entre os
resultados de todos os experimentos obtém-se uma concentragcdo em torno de 2 % de
vitamina E no 6leo de semente de uva.

As amostras 1 (1 g,10 min, 1ciclo, 25°C,150 %), 4 (3 g, 30 min, 1 ciclo, 25°C,
150 %), 8 (38 g, 30 min, 3 ciclos, 25°C, 30% flush ) e 14 (3 g, 10 min, 3 ciclos, 100°C e
30 %) apresentaram as maiores concentracdes de vitamina E experimentalmente
obtidas na extracao do 6leo de semente de uva. Porém quando analisado os resultados
sugeridos pelo modelo verifica-se que o experimento 14 ndo esta adequado ao modelo
proposto.

Os primeiros 8 experimentos possuem temperatura de 25°C, tendo em vista
gue a concentracdo da vitamina E ndo é prejudicada nesta temperatura de extragao, e
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as demais variaveis de extragdo nao apresentam efeitos significativos para a alteracao
na extracdo de todo o analito da amostra, obtém-se concentracbes mais altas.

As amostras 11 e 13 apresentaram as menores concentracdes de vitamina E
segundo os dados experimentais. Porém segundo os dados tedricos, além destas
amostras, os experimentos 10 e 16 possuem concentracbes semelhantes. De modo
geral pode-se estabelecer que as amostras extraidas a 100°C possuiram um menor
rendimento na extracdo de vitamina E no 6leo de semente de uva extraido com a

solucao de hexano:DCM.

c) analise dos 6leos extraidos por PLE com diclorometano

Ao avaliar esse conjunto de amostra, extraidas com DCM, pode-se verificar que
a variavel temperatura (0,12) ndo é mais um fator que age negativamente na amostra,
porém o efeito gerado € de baixa intensidade, provavelmente isso € decorrente a alta
volatilidade deste solvente, com ponto de ebulicdo proximo a 40°C, em pressao
ambiente, o que provoca uma maior difusibilidade na amostra.

Por outro lado, o tempo de extracdo € o fator mais representativo, sendo que
quando aumentamos de 10 para 30 minutos tende-se a diminuir 1 (mg/100g) de
vitamina E, no 6leo extraido.

Os experimentos com DCM apresentaram concentracées de média inferior ao
encontrado com hexano e com hexano/DCM. As amostras continuam com a mesma
faixa de concentracéo, ficando entre 0,6 a 3 % de concentracdo. A amostra 14 (3 g, 10
min, 3 ciclos, 100°C e 30 % de flush) obteve a maior concentracdo (3 mg/100g) de
vitamina E dentro do conjunto de experimentos extraidos com DCM. As menores
concentragdes foram obtidas com os experimentos 4 e 11.

As interacbes entre massa/temperatura se mostram importantes para o
aumento da concentracdo de vitamina E no 6leo de semente de uva (0,51). Por outro
lado a interacdo tempo/temperatura apresentou efeitos prejudiciais, causando um
decréscimo de 0,46, esse fato leva a crer que em 30 minutos de extracdo a 100°C pode
estar havendo a degradacéo da vitamina E extraida.
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d) anélise dos 6leos extraidos por PLE com acetato de etila

A média das concentracdes, obtidas para as amostras extraidas com acetato de
etila (1,61), € inferior aos demais planejamentos experimentais. Sabendo que as
moléculas de vitamina E sao lipofilicas e encontram-se entre cadeias de acidos graxos,
sugere-se que a polaridade do solvente influéncia negativamente no enriquecimento de
vitamina E. Por outro lado também foram obtidos os menores resultados de extracao de
6leo de semente de uva com este solvente.

A variavel de numero de ciclos foi a que mais contribuiu para um aumento de
vitamina E no 6leo de semente de uva (0,86 mg/100g). Quando analisado as interacdes
entre duas varidveis a massa contribuiu significativamente quando interage com o
tempo (0,82 mg/100g), ou seja, € necessario maior tempo de extragdo quando se
trabalha com 3 gramas de amostra.

As variaveis massa (0,44 mg/100g) e tempo (0,54 mg/100g) apresentaram
efeitos significativos, porém sua contribuicdo foi relacionado a diminuicdo da
concentracao de vitamina E, quando os fatores passam do nivel menor para o maior. O
efeito negativo da variavel massa € esperado, quando se verifica que o acetato de etila
€ um solvente que ndo promove boa solubilidade deste analito.

O experimento 13 (1g, 10 min, 3 ciclos, 100°C, 150 %) apresentou a maior
concentracdo de vitamina E (3,5 mg/100g), enquanto que a amostra com menor
concentracao foi de 0,3 mg/100g (experimento 11), esses resultados seguiram as
mesmas caracteristicas que o conjunto de amostras extraidas com DCM.

A interacao entre o numero de ciclos e o flush mostrou ser significativa para o
modelo proposto. A concentracdo de vitamina E possui a tendéncia de aumentar
1 mg/100g se passarmos de 1 para 3 o numeros de ciclos enquanto o volume de
solvente empregado para a extragdo também é aumentado.

Todas as interacdes desse conjunto de amostra sugere que o solvente acetato
de etila ndo € um bom solvente extrator para a vitamina E e por isso ha necessidade de
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se implementar o tempo de extragdo, aumentar o volume de solvente e o numero de

ciclos, concomitantemente.
4.2.4.2.3.1 ANALISE DOS RESIDUOS

Para melhor avaliar a contribuicdo de cada variavel foi necessario construir um
modelo simplificado onde as variaveis que nao sao significativas (abaixo de 95% de
confianga) séo retiradas dos modelos para as andlises de cada solvente extrator. As
Equacdes 9, 10, 11 e 12 representam os modelos utilizados para o resultado das
concentragdes de vitamina E nas amostras extraidas com hexano, solugdo de

hexano:DCM, DCM e acetato de etila, respectivamente.

% Vitamina E = 1,82 + (-0,20)X1 + 0,33X2 + 0,16X4 + (-0,41)X5 + (-0,25)X1X2 +
0,24X1X3 + 0,23X1X4 + 0,15X3X4 + 0,26X4X5 (Equacao 9)

% Vitamina E = 1,88 + (-0,89)X4 (Equacao 10)
% Vitamina E = 1,60 + (-0,22)X1 + (-1,00)X2+ (-0,11)X3 + (0,12)X4 + (-0,28)X5 +
(0,33)X1X3 + (0,51)X1X4 + ( ,18)X2X3 + (-0,46)X2X4 + (-0,30)X4X5 (Equacao 11)
% Vitamina E = 1,61 + (-0,44)X1 + (-0,54)X2+ (0,86)X3 + (0,38)X5 + (0,82)X1X2 + (0,22)X1X4

+ (0,42)X2X3 + (-0,28)X2X4 (0,30)X2X5 + (1,01) X3X5 (Equacdo 12)

O coeficiente de correlacdao dado pelo modelo experimental simplificado do
hexano foi 0,9633 que indica uma boa relacdo entre valores observados e previstos
pelo modelo. A Figura 43, apresenta os residuos da comparacao entre o resultado

experimental e 0 modelo tedérico nos diferentes solventes empregados na extragéo..
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residuos
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Figura 43: Comparacao entre as concentracdes de vitamina E obtida nas extragdes
com hexano, hexano: DCM, DCM e acetato de etila em PLE e o valores propostos pelo
modelo do planejamento semi-fatorial.

As maiores variagdes entre 0 modelo e os resultados, dos experimentos com
hexano, foram dadas pelas amostras 11, 12 e 16, experimentos esses realizados com o
mesmo tempo e temperatura de extracdo. Enquanto que as amostras 4, 6 e 14
apresentaram um residuo minimo préximo a zero, ou seja, valores muito proximos ao
experimental.

Nas extragdes com hexano:DCM a anadlise dos dados e a discriminagdo das
variaveis significativas verificou-se que a Unica variavel relevante para esse conjunto de
experimentos foi a temperatura. Porém quando se altera a temperatura de 25°C para
100°C a amostra tende a diminuir a concentracéo de vitamina E em 0,89 mg 100g™.

Quando é analisado o residuo obtido através do modelo proposto € visivel a
grande diferenca entre o valor tedrico e o experimental, mostra que o grau de ajuste do
modelo proposto ndo foi adequado.

O modelo geral que representa as extracbes com DCM apresentou uma
proporcado de variancia proxima a 1, ou seja, o0 modelo proposto para a concentracao

dos resultados com este solvente é muito préximo ao comparado com o valor
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experimental obtido. O coeficiente correlacao esta préximo a 1 indicando que o residuo
obtido nesse modelo € muito pequeno.

O modelo simplificado, proposto para os experimentos com acetato de etila,
apresentou um coeficiente de variacao 0,9748, indicando que o modelo tem uma 6tima
correlacdo com os dados experimentais. A Figura 43 apresenta o residuo entre o valor
tedrico, obtido com o modelo, e o valor experimental das amostras. Dentre estes

resultados as amostras 2, 3 e 15 foram as que menos se adequaram ao modelo.

4.2.4.2.4 ANALISE DE VITAMINA E NOS OLEOS DE SEMENTE DE UVA
EXTRAIDOS COM FLUIDO SUPERCRITICO

A amostra de semente de uva lIsabel/Herbemont foi extraida por fluido
supercritico em diferentes condicbes experimentais, como descrito no capitulo
experimental, pagina 47. Algumas amostras extraidas com CO, como fluido
supercritico foram analisadas quanto ao teor de vitamina E e comparadas com
amostras extraidas com propano.

Através dos resultados obtidos (Figura 44) foi encontrado a maior concentracao
de vitamina E, no experimento que utilizou CO., como fluido supercritco sob
temperatura de 45°C e pressao de 181 bar. Neste experimento utilizou-se densidade de
1,7 para a extragcdo, porém com a menor temperatura e pressdo que os demais
experimentos. Em consequéncia aos resultados apresentados sugere-se que 0S
experimentos com temperatura e pressdao mais altas ndo séo responsaveis por um

aumento de concentragao de vitamina E.
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Figura 44:Quantificagdo de vitamina E em 6leo de semente de uva, extraidas por SFE
com CO: e propano.
Condigées de analise descrita na Se¢édo 3.5.4, pag 53.

A concentracdo de vitamina E, em amostras extraidas com propano foi
semelhante quando extraida com 30°C e 45°C, pois utilizam condicbes semelhantes de
extracdo (pressao, temperatura e densidade reduzida). Quando comparadas com 0s
experimentos extraidos por SFE com CO, apresentaram a mesma concentragao que
amostra extraida a 45°C e 250 bar. Entre os dois solventes utilizados (CO- e propano) o
CO. conseguiu concentracbes maiores de vitamina E, porém foram necessérios
condi¢cdes mais draticas e um tempo de 220 minutos para a extragdo da amostra.

As amostras extraidas com 10 % de solventes modificadores, de diferentes
polaridades, foram analisadas e seus resultados estao representados na Figura 45.
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Figura 45: Quantificacdo de vitamina E em 6leo de semente de uva, extraido por SFE
em CO,com adicao 10% de solvente modificador a 45°C e 181 bar;
**H: hexano, HD: solucao hexano/DCM (1:1); DCM: diclorometano, AE: acetato de etila

e MeOH: metanol.
Condigbes de analise descrita na Se¢ado 3.5.4, pag 53.

Quando analisadas as amostras extraidas com solventes modicadores pode-se
observar que a concentragdo de vitamina E em O&leo extraidos com hexano,
Hexano/DCM, DCM e acetato de etila demonstraram ter concentracbes idénticas,
aproximadamente 1,5 (mg/100g). Ja a amostra extraida com metanol apresentou
concentracdao em torno de 2,5 (mg/100g) superior até mesmo a amostra extraida com
etanol nas mesmas condi¢cdes experimentais.

Amostras extraidas com CO. e etanol como solvente modificador, também
foram analisadas quanto ao teor de vitamina E. A Figura 46 apresenta graficamente os

resultados das amostras extraidas com etanol.
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Figura 46: Quantificacdo de vitamina E em 0leo de semente de uva, expressos em
porcentagem, extraidas por SFE em CO. com adicdo de etanol como solvente

modificador a 45°C e 181 bar.
Condigbes de andlise descrita na Secédo 3.5.4, pdg 53.

Observando a Figura 46 verifica-se que quanto maior a concentragéo de etanol
como solvente modificador, maior é a concentracéo de vitamina E na amostra.

Embora tenha sido possivel realizar a extracdo de vitamina E em amostra
extraidas com etanol, é possivel dizer que o CO, atua melhor para a extracdo desse
analito, visto que a amostra extraida nas mesmas condi¢des de temperatura e pressao
utilizando somente CO, apresentou melhores resultados.

A fim de comparar os resultados obtidos com amostras extraidas em CO, como
fluido supercritico sdo apresentados na Figura 47 os melhores resultados com e sem

solvente modificador.
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Figura 47: Comparacao dos melhores resultados para a quantificacao de vitamina E

em amostras extraidas com CO»
Condigbes de analise descrita na Se¢édo 3.5.4, pag 53.

Através da Figura 53 é confirmado que ndo ha necessidade de adi¢cdo de
solventes modificadores ao CO, para que se consiga extrair o 6leo de semente de uva
com vitamina E. A extracdo com CO, sem adicdo de solventes modificadores foi a que
apresentou melhor resultado, provavelmente pela condicdo de ser um solvente apolar,
que favorece a solubilidade deste analito, ja que ele se encontra em meio de

triacilglicerdis,.

4.2.4.3 CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE VITAMINA E NOS OLEOS DE SEMENTE
DE UVA

Para discutir o resultado obtido das analises de vitamina E, em diferentes
métodos de extracdo, foi realizada a comparagdo grafica dos melhores resultados
obtidos para oOleos de semente de uva Isabel/Herbemont. Os resultados estdo

apresentados na Figura 48.
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Figura 48: Comparagédo dos melhores resultados para a quantificacdo de vitamina E

em amostras extraidas com diferentes métodos de extragao.
Condigbes de andlise descrita na Secdo 3.6.3.3, pag 55.

Verifica-se que as amostras extraidas por prensagem apés 72 h apresentaram
concentracdes semelhantes a amostra extraida por 20 horas em Soxhlet com hexano,
24 % e 2,2 %, respectivamente. Ja em amostras extraidas por PLE a maior
concentracao foi de 3,3 % de vitamina quando extraida em acetato de etila por 3 ciclos
de 30minutos a 100°C e 150 % de flush. Contudo a extracdo com fluido supercritico,
utilizando CO, como solvente, mostrou ter uma capacidade maior em extrair 6leo de

semente de uva enriquecido com vitamina E.
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4.3 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DOS OLEOS EXTRAIDOS DE
DIFERENTES VARIEDADES DE SEMENTES DE UVA

O estudo das diferentes variedades de sementes de uva foi realizado para os
seguintes tipos de wuva: (1) mistura de Herbemont/lsabel (HI), (2) mistura de
Seibel/lsabel (SI), (3) Isabel (ISA), (4) Moscatel (MO), (5) Cabernet (CA) e (6) Merlot
(ME). Os métodos de extragao usados para comparacao foram Prensagem, Soxhlet e
PLE, na sua condicdo 6tima, experimento 16, Secao 3.4.2.2, pagina 42 (3 g de
sementes, 3 ciclos de 30 minutos de extracdo a 100°C e com um flush de 150 % em

volume de solvente - hexano).
4.3.1 ACIDOS GRAXOS TOTAIS (AGT)

Os resultados em termos de composi¢ao de acidos graxos totais para os 6leos
extraidos por prensagem e Soxhlet e PLE com sementes de diferentes variedades de
uvas estao apresentados na Tabela XLVI.

Os resultados em PLE foram obtidos apenas para as espécies de uva Hl, ISA,
MO, CA. Por problemas operacionais, as amostras S| e ME n&o foram analisadas nesta
etapa do trabalho.

Os resultados encontrados para os 4 acidos majoritarios (palmitico, linoléico,
oléico e estearico) estdo também representados na Figura 49.

Comparando-se estes dados com a Tabela XXXI (pagina 88), percebe-se que
os resultados obtidos para os déleos comerciais sdo semelhantes ao resultado obtido
com o 6leo de semente de uva Isabel e apresentaram menores teores de acidos graxos
insaturados que os demais 6leos extraidos nesse trabalho. Grandes concentragdes de
acidos graxos insaturados, essenciais para a saude humana, estao presentes em todas
as variedades de sementes de uva estudadas.
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Tabela XLVI: Quantificacdo de acidos graxos totais em 6leo de semente de uva extraido por prensagem, Soxhlet e PLE,
expressos em porcentagem de massa e comparag¢ao com dados da ANVISA

] prensagem Soxhlet PLE (HEXANO)
Acidos ANVISA
HI SI ISA MO CA ME | HI SI ISA MO CA ME | H ISA MO CA

C12:0  Léurico 0,01 0,20 0,02 0,01 001 001|002 0,01 003 001 002 001|001 002 ND 0,01 <0,5
C14:0  Miristico 0,03 0,23 0,05 0,04 004 002|004 0,03 007 009 007 003]002 005 004 005| <0,3
C16:1  Palmitoleico | 0,18 ND 021 0,20 0,12 0,07 | 0,19 021 033 020 022 0,090,114 025 0,15 0,13 | <12
C16:0  Palmitico 782 583 835 882 7,79 682|799 799 943 895 951 725|679 106 8738 883 | 55-11
C18:2  Linoléico 66,4 71,8 655 66,1 681 717|682 659 622 680 643 712|687 644 705 673 | 58-78
C18:1  Oléico 20,8 166 209 192 179 16,7 (188 210 228 179 196 169|205 181 16,7 178 | 12-28
C18:0  Estearico 452 362 473 540 572 444|451 460 482 4,74 592 435|365 6,24 397 554 | 3-6
C20:0  Araquidico | 0,42 0,551 0,13 0,17 0,46 0,12 0,12 0,14 0,14 0,18 020 0,12|0,07 0,15 0,11 0,17 <1
C24:0 Lignocérico | 0,01 0,48 0,02 0,02 0,01 001|005 003 004 005 003 001|001 003 001 002]| <0,1

NA: Nao analisado

ND: ndo detectado
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Figura 49: Variacdo da concentracdo dos acidos palmitico, linoléico, oléico e estearico em éleos de diferentes variedades
de semente de uva, extraidos por prensagem, Soxhlet e PLE.
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Os 6leos apresentaram uma variacao de concentracdo massica (expressa
em %) para o acido palmitico de 8,20 *+ 1,20, &acido linoléico de 67,57 + 2,81, para
oléico 18,94 + 1,89 e acido estearico de 4,80 + 0,78. Portanto, levando-se em
consideracdo o desvio de cada medida, os resultados foram muito semelhantes
para os trés métodos de extracdo. Os demais acidos graxos nao apresentaram
concentracao superior a 0,5 % de cada acido graxo em separado, estando esses
resultados de acordo com os descritos na literatura.

As analises de acidos graxos totais dos 6leos de sementes de uvas das
variedades hibridas e das Vitis viniferas mostraram aproximadamente a mesma
composicao qualitativa e concentracdes semelhantes de acidos graxos. O éleo
proveniente da variedade Isabel/Seibel, extraido por prensagem foi o que
apresentou a maior concentracdo de acido linoléico (71,86 %), enquanto que o
Oleo extraido por Soxhlet das sementes de uva da variedade Isabel apresentou a
menor concentracao deste acido (62,25 %). A maior concentragdo dos acidos
palmitico e estearico, ocorreu na extracao por PLE com sementes de uva da
variedade Isabel, (10,68 % e 6,24 %, respectivamente), enquanto os menores
teores destes 4cidos ocorreram na mistura Seibel/lsabel, extraidas por prensagem
(5,83 % e 3,62 %), respectivamente. O &acido oléico apresentou maior
concentracao no 6leo obtido por Soxhlet das uvas da variedade Isabel e menor
concentracao no 6leo de prensagem da mistura Seibel/lsabel (22,89 % e 16,62
%), respectivamente.

A relacdo de oléico/linoléico, que avalia a tendéncia auto-oxidativa do
6leo, variou entre 0,23% (prensagem das sementes de uva Merlot e da mistura de
sementes de uva Seibel/lsabel) e 0,37% (extracao por Soxhlet das sementes de
uva lIsabel). Pode-se colocar em ordem crescente de autoxidacdo os Oleos
extraidos com as sementes de uva: Seibel/lsabel < Merlot < Moscatel <

Herbemont/Isabel < Cabernet < Isabel.
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4.3.2 COMPOSTOS VOLATEIS NAO LIGADOS AO GLICEROL: FRAGAO
INSAPONIFICAVEL

4.3.2.1 ANALISE QUALITATIVA DA FRACAO INSAPONIFICAVEL

4.3.2.1.1 EXTRAGOES CLASSICAS: PRENSAGEM E SOXHLET

As amostras extraidas com prensagem possuem poucos interferentes
externos como solventes e temperatura, diferente do processo de extracdo com
Soxhlet que faz uso destes recursos para obter um maior rendimento. A
variabilidade dos compostos encontrados nesses extratos, provavelmente, deve
ser consequéncia da interferéncia do solvente e da temperatura empregada na
extragdo por Soxhlet. Os cromatogramas obtidos para as diferentes amostras se
apresentaram muito semelhantes, por esta razdo os resultados s&o apresentados
na forma de tabela (Tabela XLVII).

A Tabela XLVII indica a presenca de &acidos graxos livres tanto na
amostra de prensagem como de Soxhlet demonstrando que existe a necessidade
de um posterior refinamento do O6leo para ser comercializado. Também se
constatou que além dos acidos, os ésteres etilicos fazem parte da maioria dos
compostos presentes nessas amostras, entre os compostos minoritarios estao os
fitosterois, monoglicerideos e alguns acidos graxos minoritarios.

Quando sdo comparados os dados da literatura [13] sobre acidos graxos
no 6leo de semente de uva com os compostos descritos na Tabela XLVII,
verificamos que nas amostras extraidas em laboratério ha presenca de acidos
como o caprilico e o pelargbnico que nao sao citados ao longo do estudo da
literatura. Esses compostos estdo presentes principalmente nas extracdes com
Soxhlet, sendo provavelmente a compostos provenientes da quebra de ligagdes
de acidos graxos com cadeias carbdnicas maiores. A presenga do glicerol é

marcante também nestas amostras confirmando os indicios da quebra de ligacao.
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O acido fosforico sillado com BSTFA, é encontrado como composto proveniente

de moléculas de fosfatideos, livres ou que se quebraram ao longo do processo de

extracao.

Tabela XLVII: Compostos identificados na caracterizagdo dos 6leos de diferentes
variedades de semente de uva em extragdes classicas: prensagem e Soxhlet.

pico férmula nome prensagem (¥#) Soxhlet (#)
HI SI ISA MO CA ME HI SI ISA MO CA ME

1 CioH1eO decadienal X X X X X X X X
2 CqoH02 caprilato de etila X X X X X
3  CiHu40:Si  &cido benzéico (*) X X

4 CyH4g0Si feniletanol (*) X X X X
5  CiH240:Si  &cido caprilico (*) X X X X X X X X X

6  CoHzO4PSi  é&cido fosforico (*) X X X

7 CioHuO2 caprato de etila X X X X X
8  CiHe02Si  acido pelargdnico (*) X X X X

9 C12H32038i3 glicerol (*) X X X X
10 Ci3H202Si  &cido caprico () X X X X X X X X X
11 Ci4Hzs0z laurato de etila X X X X X X X
12 Cy5H30.Si acido ladrico (*) X X X X X X X X
13 Ci7H602Si  &cido miristico (*) X X X X X X X X X X
14 CigHzs02 palmitato de etila X X X X X X X X X X X X
15 CyoH3s0,Si  &cido palmitoleico (*) X X X X X X X X
16 CigH4O,Si acido palmitico (*) X X X X X X X X X X X X
17 CigH3402 linoleato de metila X X X X X X X X
18 CigH3602 oleato de metila X X X X X X X
19 CyHsz02 linoleato de etila X X X X X X X X X X X X
20 CxoH3s02 oleato de etila X X X X X X X X X X X X
21 CyH3s0, estearato de etila X X X X X X X X X
22 CyrHyoOoSi acido linoléico (*) X X X X X X X X X X X X
23 CarHeOoSi acido oléico (*) X X X X X X X X X X X X
24 CyHuO,Si acido estearico (¥) X X X X X X X X X X X X
25  CxsHs:04Si;  monopalmitina X X

26 CyHs404Si;  monolinoleina X X X X X X X X
27  CyHss04Si2  monooleina X X X X X X X X
28  CxHse04Siz  monoestearina X X X X

29  CsoHso escaleno X X X X X X X X
30  CasHssO ergostenol X X X X X X X X X
31 CxHs0 estigmastenol X X X X X X X X X X
32 CaHsc0Si estigamasterol (*) X X X X X X X X X X

(*) detectado como derivado sililado (TMS).
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4.3.2.1.2 EXTRAGAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

O processo de extracao por PLE foi realizado com as mesmas espécies
de sementes de uva usado no processo de prensagem e Soxhlet.

A Figura 50 apresenta os cromatogramas referentes as extracdes das
sementes de diferentes variedades de uvas em hexano utilizando o método PLE
nas condicdes otimizadas (3 gramas de amostra, 3 ciclos, 30 minutos cada ciclo e
150 % de flush). Os compostos encontrados estédo identificados na Tabela XLVIIl.

14 {e)

A2az

Figura 50: Cromatogramas do fon Total para os 6leos obtidos por PLE com
hexano, das diferentes variedades de sementes da uva e cromatogramas
expandido da regidao de 6 a 45 minutos dos 6leos (a) Herbemont/Isabel, (b)
Seibel/lsabel, (c) Isabel, (d) Merlot, (e) Moscatel e (f) Cabernet, derivatizadas com
BSTFA

Condigbes cromatograficas: citadas no texto (Se¢do 3.5.2, pagina 51) e identificagdo dos picos de
acordo com a Tabela XLVIII.
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Tabela XLVIIl: Compostos identificados nos extratos hexanicos das diferentes
variedades de uvas usando PLE

Sementes de Uvas

N°  formula  nome HI SI ISA ME MO CA
1 C/H20 heptenal X X

2 CoHw6O  ciclo nonanone X

3 CoH180 nonanal X X

4 CiwH1sO  decenal X X X

5  CoH200,Si  &cido caproico (*) X X X X X X
6 Cgszossiz acido latico (*) X X

7 CioH20.Si  acido heptanoico X X

8  CyHs0Si  fenil etanol (¥) X X
9  CioHuO2  caprato de etila X X X
10 CoH1804Si2  succinato de etila X
11 C1oH2204Si;  &cido succinico X

12 C11Hz402Si  &cido caprilico (*) X X X X X
13 C12H32038i3 glicerol (*) X X
14 CypH4O  decadienal X X X X X X
15 Ci2H2602Si  &cido pelargdnico (¥) X X X X X
16 CiH02  caprilato de etila X X

17 Ci3Hag02Si  &cido caprico (*) X X X X X X
18  CuH20;  laurato de etila X X X
19 CoH2004Si2  acido fumarico (*) X X X
20 CtsH320,Si  &cido ladrico (¥) X X X X X X
21 Ci4H3004Si  acido subérico (*) X X X
22 C14H2404Si;  &cido vanilinio (*) X X X
23 CisH3204Si  &cido azelaico (¥) X X X X X
24 Cy7H360,Si  &cido miristico (*) X X X X X X
25  CqHaO,  palmitato de metila X T X X T X
26 CyH3sO,  palmitato de etila X X X X X X
27  Cy9H3802Si  &cido palmitoleico (*) X X X X X
28  C1gHsoO,Si  &cido palmitico (*) X X X X X X
29  CyH30,  linolenato de metila X X X X X X
30  CigH3sO2  oleato de metila T X X T X X
31 CxoH3O2  linoleato etila X X X X X X
32 CxoH3s0.  oleato etila X X X X X X
33  CxpHs0O2  linolenato etila X T T X T X
34 CxHsO,  estearato etila X X X X X X
35 C21HeO2Si  &cido linoléico (¥) X X X X X X
36  CxH40,Si  &cido oléico (*) X X X X X X
37 CH3s02Si  &cido linolénico (¥) X X X X X
38  CHaO2Si  &cido estearico (¥) X X X X X
39  CxuHi0Si  acido araquidico (*) X

40  CxHs0Si  &cido lignocérico (*) X X
41  CaxsHs404Si;  monopalmitina (*) X X T X
42  CyHss04Si,  monolinoleina () X X X X X

Continuacéao da Tabela XLVIII :
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Sementes de Uvas

N° formula nome HI Sl ISA ME MO CA
43  CarHss04Siz  monooleina (*) X X X X X
44 CsoHso escaleno X

45  CyxHiO  brassicasterol X X X
46 CxHs500  clionasterol X X X X X

47  CxHs0Si  campesterol (¥) X X X
48  CsHs60Si  estigmasterol (¥) X X X X
49  CsHss0Si  sitosterol (*) X X

(*) detectado como derivado sililado (TMS).
4.3.2.2 ANALISE QUANTITATIVA DA FRACAO INSAPONIFICAVEL

Apds a andlise qualitativa da fracdo de compostos insaponificaveis nas
diversas amostras de éleo de semente de uva extraidas por prensagem, Soxhlet e
PLE, foi determinada a concentracdo dos principais compostos (acidos graxos
livres, ésteres metilicos e ésteres etilicos) nestes 6leos, usando o método de

padronizagdo interna (Experimental, Secao 3.5.2, pagina 51).

4.3.2.2.1 EXTRACOES CLASSICAS: PRENSAGEM E SOXHLET

Como exemplo da analise realizada, a Figura 51 apresenta o
cromatograma expandido no modo SIM para a amostra de prensagem da semente
de uva lIsabel/Seibel. A Figura 52 apresenta os resultados em termos de
somatorio das concentracées de acidos graxos livres, ésteres etilicos e ésteres
metilicos nas amostras de éleo de semente de uva das diferentes espécies

estudadas, obtidos por prensagem e Soxhlet.
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Figura 51: Cromatograma do ion monitorado (MIC) do 6leo de prensagem
sementes de uva da variedade Isabel/Seibel.
Condigées de analise estdo descritas na segéo 3.6.3.2, pagina 51.
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Figura 52: Analise quantitativa de compostos nao ligados ao glicerol em amostras
de diferentes variedades de sementes de uva extraidas por prensagem e Soxhlet.
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As amostras analisadas apresentaram concentracdo de ésteres metilicos
abaixo de 0,01%. A concentracao de ésteres etilicos permaneceu entre 0,002 % e
0,2 %, sendo que, com excecdo do 6leo Cabernet, as amostras das variedades
hibridas foram as que apresentaram maior concentragao.

As variedades Isabel, Isabel/Herbemont e Isabel/Seibel forneceram o
maior indice de acidez dentre os 6leos analisados. Sendo que o dleo das
variedades Isabel/Seibel foi o que apresentou o maior indice de acidez (0,97%
para a prensagem e 1,51 % para a extragcao com Soxhlet).

As amostras extraidas por Soxhlet apresentaram maior concentracao de
acidos graxos livres que amostras extraidas por prensagem, o que indica que o
uso da temperatura favorece a formagédo destes compostos através da quebra de
ligacao entre o glicerol e o &cido graxo.

4.3.2.2.2 EXTRAGAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

Os resultados quantitativos para a soma de acidos graxos livres
(derivatizados com BSTFA), ésteres metilicos e etilicos nas amostras de 6leos
extraidos por PLE das diferentes qualidades de sementes de uva, estdo
apresentados na Figura 53.

A andlise de compostos minoritarios como ésteres sao responsaveis por
apresentar informacdes sobre a origem do 6leo vegetal. Através da Figura 53,
pode-se verificar que as concentragdes de ésteres metilicos sdo semelhantes as
demais amostras analisadas. Esses compostos n&o ultrapassam a concentracao
de 0,01 %.

Em seguida faz-se a andlise da concentracdo de ésteres etilicos que
apresentam concentracdes entre 0,05 e 0,25 % dos compostos presentes no éleo
de semente de uva. A amostra que apresentou maior concentragcdo desses
ésteres foi a amostra de 6leo Cabernet (0,25 %), seguida do 6leo Isabel (0,12 %)
e Merlot (0,1 %).
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Figura 53: Analise quantitativa de compostos nao ligados ao glicerol em amostras
de diferentes variedades de semente de uva extraidas por PLE.

A grande diferenca de concentracdo encontra-se no teor de acidos graxos
nas amostras de 6leo de semente de uva. Sabe-se que os acidos graxos livres
presentes em 6bleos vegetais sdo oriundos do metabolismo da planta ou do
processo de extracao que o éleo sofreu. Como as amostras aqui estudadas foram
extraidas da mesma forma, cré-se que a diferenca dada entre o teor de acidos
graxos é devido a variedade de uva estudada.

A variedade Moscatel apresentou o 6leo de semente de uva com maior
concentracao de acidos graxos (2,6 %), porém esse conteudo esta dentro da faixa
encontrada em o6leos brutos que chega a 5 % de &cidos graxos livres em éleo
vegetal. As demais amostras de 6leo como Cabernet e Isabel/Herbemont
apresentaram 1,4 % de acidez, seguida das sementes Isabel e Isabel/Sebel, 1,2
% e 0,7 respectivamente.

Compostos como acidos graxos livres sdo retirados em sua grande
maioria no processo de refinacéao e chegam a ser encontrado em até 0,5% do 6leo

comercial. Como as amostras analisadas encontram-se dentro da faixa limite de
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6leos brutos, ndo ha necessidade de um processo diferenciado para a producgéo e
comercializacao do éleo de qualquer uma destas variedades.

4.3.3 TRIACILGLICEROL

4.3.3.1 EXTRACOES CLASSICAS: PRENSAGEM E SOXHLET

Os resultados quantitativos das amostras, das diferentes variedades de
sementes de uvas, extraidas por prensagem, estao apresentadas na Tabela XLIX.

Tabela XLIX: Quantificacao de triglicerideos em 6leos de semente de uva, de
diferentes variedades, extraidos por prensagem e expressos em porcentagem em
massa

ECN nome HI Si ISA MO CA ME
38 LlLnLn ND 0,32 0,31 0,25 0,21 ND
38  Isbmero ND 0,04 0,04 ND ND ND
40 LLLn 0,58 0,77 0,66 0,67 0,64 0,66
40 Isdmero ND 0,06 0,07 ND ND ND
42  LLL 40,54 47,59 40,12 41,57 42,39 40,29
42  PLLn 0,27 ND ND ND ND ND
44  OLL 21,12 19,39 21,24 20,67 19,18 21,33
44  PLL 14,09 14,05 14,69 15,32 14,22 14,75
46  OOL 5,40 3,79 5,25 4,61 4,09 5,27
46  POL + StLL 12,20 10,48 11,82 11,85 13,28 11,87
46  PPL 0,16 0,12 0,20 ND 0,33 0,21
48 00O 1,08 1,03 0,87 0,71 0,38 0,87
48  StOL + (?) 3,52 2,27 3,50 3,38 2,91 3,51
48 (POP) 0,41 ND 0,57 ND 0,65 0,57
48 PPP 0,46 0,09 0,64 0,26 0,24 0,64

? ? ND ND ND 0,21 0,52 ND
? ? 0,18 ND ND 0,51 0,97 ND

(P) palmitico, (L) linoléico, (O) oléico, (St) estearico e (Ln) linolénico. ND: ndo detectado
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Através da Tabela XLIX verifica-se a semelhancga de resultados quanto ao
triglicerideos presentes em maior concentragdo nos éleos de todas as sementes
de uvas estudadas. O triglicerideo majoritario € a trilinoleina (LLL), seguindo de
outros triglicerideos (OLL, PLL e StLL + POL) que contém o acido linoléico ligado
a molécula de glicerol, confirmando assim os resultados da andlise de &cidos
graxos totais que mostra a grande concentracao desse acido graxo.

O exemplo apresentado na metodologia da AOAC mostra o triglicerideo
StOL e nao identifica o outro triglicerideo que coelui, porém ao estudar o grafico
de numero equivalente de carbono (ECN) apresentado na parte experimental,
pagina 55, constata-se que o possivel triglicerideo seja composto de um &acido
graxo estearico, um palmitico e um linoléico (StPL) ou um &cido graxo palmitico e
dois oléicos (POQO). O estudo baseado no triangulo de separacgao de triglicerideos
(TST) afirma que o StOL possui na soma de seus acidos graxos 54 carbonos e 3
ligacdes duplas o que corresponde a ECN 48, por isso os triglicerideos que podem
coeluir com ele devem ter esse mesmo ECN 48 e n° de carbono 52 e 2 ligacoes
duplas.

Por essa razao s6é poderia ser solucionada com a separacédo total dos
picos e a confirmacéao através de padrbes dos triglicerideos, StPL e POO. Estudos
da literatura quando discutem a coeluicao desse pico apontam diferentes solucdes
para este problema.

As amostras comerciais € amostras extraidas por prensagem das
diferentes uvas possuem aproximadamente 40 % de trilinoleina (ECN 42), com
excecao do éleo de semente de uva extraido da mistura das variedades Isabel e
Seibel. Como o 6leo proveniente da variedade Isabel possuiu 40,12 % sugere-se
que esse acréscimo é dado pela variedade Seibel. Esse mesmo 6leo é o que
possui menor concentracdo de POL + StLL (ECN 46) e PPP (ECN 48) A diferenca
de resultados dada por essas amostras séo melhor visualizadas na Figura 60.

A menor quantidade de trioleina (OOO), ECN 48, foi encontrada no éleo
de semente de uva da espécie Cabernet.
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O 6leo de semente de uva Carbernet apresentou, também, a menor
concentracdo de ECN 44 (Figura 54), que corresponde a soma das
concentragdes dos triglicerideos OLL e PLL (Tabela XLIX).

A concentragao dos triglicerideos que compde ECN 38 (LLnLn) e ECN 40

(LLLn) s&o semelhantes entre si e possuem valores prdéximos a zero.

40,81 |
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>
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Figura 54: Gréafico da relagdo entre numero equivalente de carbonos (ECN) e
percentual de triglicerideos para os 6leos das diferentes variedades de uvas
analisadas

Existem mais dois triglicerideos que aparecem em algumas amostras de
6leo de semente de uva que nao sao identificados na amostra de 6leo de soja.
Esses dois picos sao eluidos ap6s a PPP e por isso ao comparar a ordem de
eluicao dos picos presentes nas amostras de éleo de soja e 6leo da semente de
uva Cabernet, Figura 55, dada pelo TST, esses compostos deverao possuir ECN
igual ou maior que 50.

Como a literatura [141] registra que existe um decréscimo de &acido
linoléico e oléico em dleo vegetais que sofrem aquecimento, avaliou-se os teores
destes TG em amostras 6leo de semente de uva extraida por Soxhlet. Os

resultados estdo apresentados na Tabela L.
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tempo de retengiao aing

Figura 55: Cromatogramas da analise de triglicerideos em (a) éleo de soja e (b)

6leo de semente de uva Cabernet; ECN: niUmero equivalente de carbonos.

Condigbes cromatograficas citadas na Se¢ao 3.6.3.3, pagina 54.

Tabela L: Quantificacdo de triglicerideos em 6leos de diferentes espécies de
semente de uva extraidas por Soxhlet, expressos em porcentagem.

Soxhlet
ECN  nome HI s ISA MO CA ME
ag  LLnLn 012 070 057 053 040 0,14
Isbmero 0,07 ND 0,13 ND ND ND
4o LLLn 0.67 1,05 082 0,71 056 0,60
Isbmero 0,18 026 007 0,00 006  ND
4o LLL 4153 4705 37,18 4516 3926 45,16
PLLn ND ND  ND ND ND ND
44 OLL 20,66 1821 19,02 2143 1997 2494
PLL 13.64 1318 13.97 1517 1646 932
0oL 5 41 313 542 363 427 617
46 POL + StLL 11,58 962 1438 1120 1213 978
PPL 0,27 ND 0,36 ND 004 0,04
000 1,25 126 226 1,02 236 0,90
48 SOL+(?) 3.44 432 572 114 407 279
POP 0,60 ND  ND ND 018 017
PPP 0.26 123  ND ND 026  ND

(P) palmitico, (L) linoléico, (O) oléico, (St) estearico e (Ln) linolénico. ND: nao detectado.
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Ao avaliar a composicao dos 6leos extraidos em Soxhlet, apresentados na
Tabela L, verificam-se a auséncia dos dois compostos que saem apos a eluicdo
da tripalmitina (PPP) assim como a do triglicerideo PLLn. Os resultados também
confirmam a maior quantidade de LLL no 6leo de semente de uva Seibel.

Os resultados obtidos da analise de triglicerideos nas amostras extraidas
em Soxhlet mostraram pouca diferenca quantitativa em relagdo as amostras
extraidas por prensagem, por isso pode-se dizer que a temperatura de extracao (+
70°C) utilizada nao ¢é suficiente para que ocorra grande alteracdo da concentracao
de triglicerideos no éleo.

4.3.3.2 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

Os resultados quantitativos das amostras, das diferentes variedades de
sementes de uvas, extraidas por prensagem, estdo apresentadas na Figura 56.
Os resultados estdao expressos através do somatérios dos triglicerideos que
possui 0 mesmo ECN.

[ |

41,73 | !

35,25 .
S
g ® Herbemont/Isabel
§ [ H Isabel
= ® Cabernet
® 17,60 I
o A Seibel/lsabel
=) u ® Moscato
= ' B Merlot

0,55 } f | |

38 40 42 44 46 48
ECN

Figura 56: Relacao entre numero equivalente de carbonos (ECN) e percentual de

triglicerideos para os o6leos das diferentes variedades de uvas analisadas
extraidos por PLE.
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Através da Figura 56 verifica-se que os triglicerideos que compde o ECN
38, ECN 40 e ECN 44 possuem poucas diferencas em relacdo a concentracdo dos
triglicerideos.

As amostras de 6leo de semente de uva Merlot e Isabel possuem a maior
concentracdao de ECN 42, o que corresponde a LLL e a PLLn., por outro lado a
amostra Cabernet possui a menor concentracdo entre as amostras. As demais
amostras apresentaram concentra¢des semelhantes entre si.

Quando é analisado o ECN 46 (OOL, POL + StLL, PPL), verifica-se que as
amostras Isabel e Merlot apresentam o menor resultado enquanto que a amostra
Moscatel apresenta o maior resultado entre as amostras. As amostras
apresentaram concentracbes muito préximas para a analise de compostos que
compde o ECN 48.

4.3.4. COMPOSTOS ANTIOXIDANTES — VITAMINA E

Para a quantificagdo das amostras utilizou-se o procedimento de descrito
na parte experimental, pagina 55. A curva de calibracdo utilizada para essas
amostras foi a mesma utilizada para a amostras de Isabel/Herbemont
apresentadas na pagina 143.

Os resultados referentes as andlises dos 6leos extraidos de diferentes
variedades de sementes de uvas por prensagem, Soxhlet e PLE, estédo
apresentadas na Figura 57.
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Figura 57: Concentracdo de a — tocoferol (mg Vit E/100 g de 6leo) em amostras
extraidas por prensagem, Soxhlet e PLE das sementes de diferentes variedades
de uva.

A maioria das amostras extraidas com Soxhlet apresentou menor
concentragao de vitamina E que as amostras extraidas por prensagem e por PLE,
provavelmente isso ocorra como efeito da temperatura aplicada nos dois ultimos
processos. As amostras HI, SI, ISA e MO apresentaram semelhantes
concentracdes nos dois métodos de extracao classicos.

As amostras que apresentaram maior diferenca de concentracdo de
vitamina E, entre os métodos de extracdo, foram as amostras extraidas com
sementes de uva Cabernet, porém foi o 6leo extraido por prensagem dessa
variedade, em conjunto com o 6leo da variedade ME extraida por PLE, que
apresentou a maior concentragdo entre as amostras. Os menores resultados
foram apresentados pelas amostras extraidas das sementes da variedade Isabel.

Os resultados da Figura 57 demonstram que variedades de sementes de
uva da espécie Vitis viniferas mostraram maiores concentragdes de vitamina E em
6leo de semente de uva extraido que as variedades hibridas. A variedade Merlot
apresentou cerca de 6 mg/100g de vitamina E no 6leo extraido por PLE, enquanto
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que as variedades Moscatel e Cabernet apresentaram em torno de 4,5 e 3,5
mg/100g, respectivamente, para 0 mesmo processo de extragao.

A maior diferenca entre a técnica de PLE e as técnicas classicas ocorreu
para a variedade MO, sendo a concentracao por PLE aproximadamente 5 vezes o
valor encontrado para prensagem e Soxhlet.

Tendo em vista os resultados obtidos com o planejamento experimental
com a semente de uva Isabel/Herbemont em hexano, sabe-se que a condicao 3 (3
g, 1 ciclos, 30 min, 25 °C e 150 % de flush), foi a que proporcionou melhor
rendimento de vitamina E, e ndo a condigdo 16 considerada “6tima”. Com isso ha
indicagdo de que a concentragdo real presente no éleo de semente de uva nas
amostras de uva Isabel/Seibel, Moscatel, Cabernet e Merlot sdo superiores a
concentracao encontrada nessa analise.

Considerando os melhores resultados obtidos para o éleo de semente de
uva Merlot e a ampla discussao encontrada na literatura sobre esta espécie, pode-
se avaliar separadamente os Oleos produzidos por diferentes processos de
extracao desta espécie de uva.

A variedade Merlot extraida por PLE em hexano apresentou o melhor
resultado (5,7 mg /100g) para a concentragao de o - tocoferol entre as extracoes
analisadas, porém a concentracdo deste analito foi menor quando extraida por
Soxhlet (4,2 mg/100g). Comparado com dados da literatura, resultados superiores
foram encontrados em trabalhos como o de Beveridge e colaboradores [63], que
utilizaram a mesma variedade de semente de uva com extracao por solvente com
éter de petréleo (7,7 mg/100g) e com SFE em CO, (7,7 mg/100g). Porém, em
trabalhos como de Oomah [101], resultados semelhantes foram encontrados, 5,6
mg/100g para amostra comercial e 3,4 mg/100g para amostras secas em
microondas e extraidas com Soxhlet. Tendo em vista que os resultados
encontrados na literatura e dados do planejamento experimental, estes resultados
podem ser considerados dentro da faixa de concentragdo encontrada, e concluir
que dentre as variedades estudadas esta é a uva que produz éleo mais rico em

vitamina E.
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Outro dleo de semente de uva estudado na literatura e com bons
resultados neste trabalho, foi o extraido da semente de uva da variedade
Cabernet.

Segundo Beveridge e colaboradores [63] a variedade Cabernet quando
extraida com SFE apresentou 8,70 mg/100g (x 0.79) e quando extraida com o
método Goldfisch 3,58 mg /100g (x 0,54). Quando extraido por Soxhlet, neste
trabalho, a concentracdo permaneceu em torno de 1,1 mg/100g, resultados
inferiores ao de Beveridge enquanto que quando extraida por PLE a concentracao
encontrada foi de 3,3 mg/ 100g. Os melhores resultados para o 6leo extraido da
semente Merlot foi obtido por prensagem, e apresentou cerca de 6 mg/100g de
o - tocoferol.

Os resultados, da determinacdo de vitamina E em 6leo de semente de
uva, podem ser resumidos em trés topicos diferentes.

1 - O éleo de semente de uva Merlot apresentou maior concentragéo de vitamina
E, quando extraido por PLE e Soxhlet, enquanto que o éleo de semente de uva
Cabernet teve o maior teor de vitamina E entre as amostras extraidas por
prensagem.

2 - As variedades de uva Vitis viniferas apresentaram maior concentracdo de
vitamina E, que as amostras de semente de uvas hibridas (lsabel, Seibel,
Herbemont).

3 - Comparando os métodos classicos de extracao, a prensagem produziu 6leos
com maior concentragao de vitamina E que as amostras extraidas com Soxhlet. Ja
quando se analisa a concentracdo obtida por amostras extraidas com outros
métodos, verifica-se que a maior concentracao € dada para as amostras extraidas
por PLE.
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5 - CONCLUSOES

5.1 CONCLUSOES GERAIS

As metodologias desenvolvidas para a extragdo e caracterizacao do 6leo
de semente de uva mostraram eficiéncia, apresentando bons resultados de
rendimento e composicdo quimica adequada, para a industrializacao dos 6leos
extraidos.

As sementes de uvas hibridas sdo adequadas para a produgao do éleo de
semente de uva utilizado na industria alimenticia, de cosméticos e farmacéutica,
podendo assim ser indicado a utilizacdo deste residuo para agregar valor a

matéria prima inicial.
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5.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS
5.2.1 QUANTO A METODOLOGIA DE EXTRAGCAO

Os métodos de extragdo modernos (ultra-som, PLE e SFE) mostraram ser
eficientes para extrair o éleo da semente de uva em diferentes condicoes,

apresentando em alguns casos maior sensibilidade e seletividade.
5.2.1.1 Extracao com Ultra-som (USE)

O ultra-som embora nao tenha apresentado o melhor rendimento, mostrou
ser capaz de extrair o 6leo da semente de uva por um processo simples, barato e
de facil manuseio.

As variaveis utilizadas para a construcao do planejamento estatistico na
extracao do 6leo de semente de uva nao apresentaram ser relevantes, dentro na
faixa estudada, o que tornou os dados insuficientes para avaliar as variaveis que

mais influenciaram no processo.
5.2.1.2 Extracao com Liquido Pressurizado (PLE)

O planejamento estatistico, semi-fatorial, utilizado para a extragao por
PLE, apresentou-se adequado para facilitar o estudo e identificar as variaveis que
mais influenciaram no processo de extracao.

As variaveis tempo, numero de ciclos e temperatura, mostraram ter efeitos
significativos pronunciados sobre o rendimento de éleo extraido das sementes de
uvas. A polaridade do solvente mostrou ter influencia dominante no processo de
extracao, tanto na quantidade de éleo como na qualidade do extrato obtido.

O método PLE, utilizando o diclorometano como solvente extrator,
apresentou o maior rendimento em menor tempo de extracdo quando comparados

a outros métodos empregados.
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A PLE, por outro lado, apresentou maior concentracdo de acidos graxos
livres, indicando ser um método mais agressivo que tende a provocar quebras nas
ligacOes, necessitando maiores cuidados na etapa de refinamento do dleo.

O método de extragao por PLE mostrou ser mais seletivo para a extracao
de dleos com elevados teores de compostos antioxidantes como vitamina E e

catequinas.

5.2.1.3 Extracao com Fluido Supercritico (SFE)

Além das vantagens inerentes ao processo, tais como a redugéo do tempo
de extracdo e diminuicdo ou isencao de solventes no produto final, a SFE
demonstrou ser altamente seletiva na extracdo de compostos de interesse com a
vitamina E

Estudos realizados na SFE, utilizando propano como solvente extrator,
mostraram melhores resultados quanto ao rendimento do 6leo extraido, tempo e
condicoes mais brandas (temperatura e pressdao) para a extracdo de Oleos
vegetais.

O aumento de densidade e temperatura, nos processos de extracao que
utilizaram CO,, favoreceu o rendimento do 6leo extraido da semente de uva.

Este método de extracao foi mais seletivo quando se variou a temperatura
€ a pressao, com isso apresentou maior variacdo entre as amostras estudadas,
sendo por isso indicado para a classificacdo das sementes nos aspectos

qualitativo e quantitativo.

5.3 QUANTO AO METODO DE ANALISE

Os métodos cromatograficos de andlises empregados se mostraram
adequados para a caracterizacdo e quantificacado de compostos presentes no 6leo
de semente de uva. Através destes métodos foi possivel identificar e quantificar os

analitos presentes nas amostras.
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As amostras de 6leo de semente de uva extraidas por diferentes métodos
de extracdo apresentaram perfil cromatografico semelhante em relagdo aos
constituintes majoritarios tais como triglicerideos e acidos graxos totais. Porém, a
cromatografia (gasosa e liquida) permitiu que componentes minoritarios (acidos
graxos livres, vitamina E e compostos fendlicos) com diferengas significativas
pudessem ser identificadas e quantificadas.

O uso de derivatizantes distintos (BSTFA e Metanol com o catalizador
BF3) possibilitou a realizagdo de analises, na cromatografia gasosa, capazes de

diferenciar, identificar e quantificar componentes inerentes a matriz.

5.4 QUANTO AOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS

Os acidos graxos analisados em todas as amostras de 6leo de semente
de uva estdo dentro da faixa de concentragdo exigida pela ANVISA, para dleo
comercial comestivel. Os acidos graxos, linoléico e oléico, presentes em maior
concentragao no 6leo de semente de uva, apresentaram concentragées em torno
de 65 % e 22 %, respectivamente.

A utilizacgo do BSTFA como derivatizante, faciltou a analise
cromatografica dos acidos graxos livres presentes nos 6leos de semente de uva,
diferenciando dos alquil-ésteres ja existentes no 6leo.

Os triacilglicerois do 6leo de semente de uva apresentaram um perfil
semelhante quando comparado aos do 6leo de soja, sendo que a trilinoleina (LLL)
apresentou maior concentracao, aproximadamente 40 %.

O teor, de acidos graxos livres e de ésteres etilicos, apresentou diferencas
significativas. Os métodos utilizados para a extracao do éleo de semente de uva,
podem ser avaliados, empregando um método especifico para a andlise destes
compostos.

A variedade de uva Merlot apresentou maiores concentracdes de vitamina
E que as demais sementes utilizadas na extracdo de 6leo de semente de uva.
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Para analise de compostos fendlicos, em amostras extraidas por
prensagem e Soxhlet, faz-se necessario o uso de etapas para uma pré-
concentracao, a fim de verificar se realmente ha presenca desses componentes
nas amostras extraidas. Por isso, pode-se dizer que estes métodos nao sao

capazes de retirar este tipo de compostos presentes na semente de uva.
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6 — PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

A maior parte dos compostos que conferem sabor e odor desagradavel
para Oleos vegetais sdo compostos volateis de baixo peso molecular (aldeidos e
cetonas) provenientes da quebra de moléculas, como os acidos graxos, linoléico e
oléico, ou do metabolismo da planta. Neste sentido é importante quantificar estes
compostos e verificar se eles existem no éleo vegetal bruto para assim minimizar
etapas no processo de refinacéo do 6leo.

Oleos vegetais que possuem valor agregado necessitam de um controle
maior de pureza, sendo os fitosterdis responsaveis pela impressao digital destes
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Oleos, faz-se necessario a quantificacdo destes analitos presentes no 6leo de
semente de uva.

Estudar novas metodologias de andlise para glicerideos onde seja
diferenciada a ordem de ligacao dos compostos na molécula.

A presenca de compostos antioxidantes é importante para aumentar o
valor agregado do éleo, como foi visto neste trabalho pode ser isolado estes
compostos com o uso de um método de extracdo especifico, como PLE. Para
garantir que as condicbes do método de extracdo sejam adequadas, faz-se
necessario a quantificacdo destes compostos nas diferentes condigdes de
extracao do 6leo de semente de uva.

Tendo em vista a diferenca de concentragdo de vitamina E entre as
variedades de sementes de uvas, pode-se investigar novas espécies de uva e
propor a exploragdo do Oleo de semente de uva das variedades onde este

composto for mais abundante.
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ANEXO 1:

ANALISE QUALITATIVA DA FRACAO INSAPONIFICAVEL EM OLEOS DE SEMENTE DE
UVA, DA MISTURA DAS VARIEDADES ISABEL E HERBEMONT, EXTRAIDOS COM LiQUIDO
PRESSURIZADO (PLE) USANDO DIFERENTES SOLVENTES NO PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL 2°".

Tabela 1.1: SOLVENTE: HEXANO: DCM (1:1)

N°  formula nome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 CsH1802Si acido dimetil propandico (¥) X X X X X X X
2 CyH1g0Si  feniletanol (*) X X X X X X X X X X
3 CoH1804Si etil succinato (*) X X X X X X X X
4 Ci2H3004Si tri etilenoglicol(*) X X

5 C11H1602Si  acido benzenoacético (¥) X

6  CiH0:Si  é&cido octandico () X X X X X X X X X X X X X X X
7 C12H3205Si3  glicerol (¥) X T X X X X X X
8  CioHis0 decadienal X X X X X X X X X X X X X
9  C12H202 caprato de eila X X X X X X X X X X X X X X
10 CisHas02Si  acido caprico (*) X X X X X X X X X X X X X X X
11 C14H2404Si2>  4acido isovanilico(*) X X X
12 Ci1aH2s02 laurato de etila X X X X X X X X X X X

13 CsHs2028i  acido laurico () X X X X X X X X X X X X X
14 CieH3202 miristato de etila X X X X X X X X X X X X
15 Ci7Hss02Si  acido miristico (*) X X X X X X X X X
16 Ci7H02 palmitato de metila X X X X
17  CigH3402 palmitoleato de etila X X X X X
18  CigH3602 palmitato de etila XX X X X X X X X X X X X X X X
19 C1gHss02Si  acido palmitoleico (¥) X X X X X
20 C19H4002Si  acido palmitico (*) X X X X X X X X X X X X X
21 Ci9H3402 linoleato de metila XX X X X X X X X X X X X X X X
22 C19H3602 oleato de metila X X X X X X X X X X X
23 CaoHs360z2 linoleato de etila XX X X X X X X X X X X X X X X
24 CaoHss0: oleato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
25 CaoH3402 inolenato de etila X X X X X X X X X X X X X X
26 CaoH400z2 estearato de etila XX X X X X X X X X X X X X X X
27 CaoH360:2 acido linoléico (*) X X X X X X X X X X X X X
28 CaoHs3s0z2 acido oléico (*) X X X X X X X X X X X X X
29  CooH340- acido linolénico (¥) X X X X X X X X
30  CaoHs002 acido estearico (*) X X X X X X
31 Ca25H5404Si monopalmitina (*) X X X X X
32 CaHs404Siz - molinoleina (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
33 CorHs604Siz  monooleina (%) XX X X X X X X X X X X X X X X
34 CarHss04Si2  monoestearina (*) X X
35  CsoHso escaleno XX X X X X X X X X X X X X X X
36  Co2sHasO brassicasterol X X X X X X X X X X X X X
37  CatHs60Si  campesterol (*) X X X X X X
38  CooHs00 clionasterol X X X X X

39  CaHs60Si  estigmasterol (*) X X X X X X X X X X X X X X X
40  CsHssOSi  sitosterol () X X X X X X X X X X X

(*) detectado como derivado sililizado (TMS).
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Tabela 1.2: SOLVENTE: DICLOROMETANO

N° formula nome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 CgH200Si &cido caproico (*) X
2 CroHia tetrametil benzeno X T
3 CiaHas dodecano X X
4 CioH2002 caprilato etila X X X X X X
5  CioH2202Si acido heptandico (*) X
6 Ci1H0:2Si acido octenoico (*) X
7 CgH1s02Si &cido propionico (*) X X X X X X
8  C11H1s0Si fenil etanol(*) X X X X X X X X X X
9 CoH1s04Si succinato de etila (*) X X X X X
10 C10H2204Si2 acido succinico (*) X
11 C11H2405Si acido caprilico (*) X X X X X X X X X X X
12 C10H2603Si2 dietileno glicol (*) X
13 C12H3203Si3 glicerol (¥) X X X X X X X X
14 CoH2704PSi3 ac. fosforico (*) X X X X X X
15 C1oH160 decadienal X X X X X X X X X X X
16 C10H2004Si2 acido fumarico (*) X
17 C11H160:Si acido benzenoacetico (*) X X
18 C12H240: caprato de etila X X X X X X X X X X X X X X
19 C12H260:Si acido pelargonico (*) X X X X X X X X X
20  C13H340sSis metil propanotriol (*) X
21 C13H2s02Si acido caprico (*) X X X X X X X X X X X X X
22 CuH20: laurat de etila X X X X X X X X X X X X
23 C14H320sSi ac hidroxi octanoico(*) X
24 C1sH320:Si acido ladrico (*) X X X X X X X X X X X X
25  C14H3004Si acido subérico (*) X X X X
26 C15H3204Si2 acido azelaico (*) X X X X X X X
27 CieH3202 miristato de etila X X X X X X X X X X
28 Ci7H3602Si acido miristico (*) X X X X X X X X X X X X
29  Ci7H3402 palmitato de metila X X X X X X X X X
30  CisHa4O2 palmitoleato de etila X X X X X X X X X X X X X
31 CigH3s02 palmitato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
32 CooHagO2Si acido palmitoleico (*) X X X X X X X X X X
33 CigHa002Si acido palmitico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
34 CigHa402 linoleato de metila X X X X X X X X X X X X X X X X
35 C19H3602 oleato de metila X X X X X X X X X X X X
36 CaoH3s02 linoleato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
37 CaoHas02 oleato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
38  CaoHasO2 linolenato de etila X X X X X X X X X X X X X X X
39 CaoHa002 estearato de metila X X X X X X X X X X X X X X X X
40  CaoH3602 acido linoléico (*) X X X X X X X X X X X X X X X
41 CaoH3s02 acido oléico (*) X X X X X X X X X X X X X X X
42 CaoH3402 acido linolénico (*) X X X X X X X X X X X X
43 CaoHaoO2 acido estearico (*) X X X X X X X X X X X X X
44 C1H3s02 isopropil linoleate X X
45  C2sHs404Si2 monopalmitina (*) X X X X X X X X X X
46 CorHs404Si2 molinoleina (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
47 CzrHs604Si2 monooleina (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
48  CorHs804Siz monoestaerina (*) X X X X X X X
49  CsoHso escaleno X X X X X X X X X X X X X X X X
50 CasHasO brassicasterol X X X X X X X X
51 CaoHas0 estigmastadienol X X X X X X X X X X
52 CasHs00 clionasterol X X X X X X X X X X X X
53  CstHs60Si estigmasterol (¥) X X X X X X X X X
54 CaHs60Si estigmasterol (¥) X X X X X X X X X
55  CaHss0Si sitosterol(*) X X X X X X X X
(¥) detectado como derivado sililizado (TMS).
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Tabela 1.3: SOLVENTE: ACETATO DE ETILA

N°  formula nome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 CsH1802Si &cido propanoico () X X X X X X X X X X X
2 C11H180Si feniletanol (*) X X X X
3 CoH1804Si succinato de etila (¥) X
4 C12H3004Si trietilenoglicol (*) X
5 C11H2402Si acido caprilico(*) X X X X X X T X X X X X X X X
6 C12H3205Sis glicerol(*) X X X X X X X X X X X X X X X
7 C1oH160 decadienal X X X X X X X X
8 Ci1oH2002 caprilato de etila X X
9 C10H2204Si2 &cido succinico (*) X X X X X X X X X X
10 Ci2H2O: caprato de etila X X X X X X X X X X X X
11 Ci2H2602Si &cido pelargonico(*) X X X X X X X X X X X X X X X
12 CisH2s02Si acido caprico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
13 CuH20: laurato de etila X X X X X X X X
14 CisH3202Si acido laurico (*) X X X X X X X X X X X X X X X
15 Ci5H3204Si &cido azelaico (*) X X X X X X
16 CieH320:2 miristato de etila X X X X
17 CirH302Si acido miristico(*) X X X X X X X X X X X X
18 Ci7H3402 palmitato de metila X X X X X X X X X X X
19 CisH3402 palmitoleato de etila X X X X X
20 CigHis02 palmitato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
21 CioHas0O2Si acido palmitoleico X X X X X X X X X X X X
22 CigHa002Si acido palmitico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
23 C19HasO2 linoleato de metila X X X X X X X X X X X X X X X X
24 Ci9Ha602 oleato de metila X X X X X X X X X X X X X
25  CaoHi602 linoleato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
26 CaoHasO2 oleato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
27 CaoHas02 linolenato de etila X X X X X X X X X X
28 CaoHa002 estearato de etila X X X X X X X X X X X X X X X X
29 CaoHs602 acido linoléico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
30 CaoHss02 acido oléico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
31 CaoHs402 acido linolénico (*) X X X X X T X X X X X X X
32 CaoHaoO2 acido estearico (*) X X X X X X X X X X X X X X X X
33 CasHasOSi acido araquidico (* X
34 CosHs20Si acido lignocérico (*) X X X
35  CosHss04Sia monopalmitina (¥) X X X X X X X X
36 CarHss04Si molinoleina (*) X X X X X X X X X X X X X X
37 CarHss04Sia monoolena (*) X X X X X X X X X X X X X X
38 CarHss04Sia monoesterina (*) X X X X X
39  CasoHso escaleno X X X X X X X X X X X X X
40  CasHasO brassicasterol X X X X X X X X
41 CooHasO estigmastadienol X X X X X X X X
42 Ca9 Hs00 clionasterol X X X X X X X X
43 CatHs60Si estigamsterol X X X X
44 CaoHs60Si estigmasterol (¥) X X X X X X X
45  CaHss0Si sitosterol(*) X X X X X X X X
(*) detectado como derivado sililizado (TMS).
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ANEXO 2
QUANTIFICAGAO (% EM MASSA) DE ACIDOS GRAXOS TOTAIS EM OLEQS DE SEMENTE DE UVA, DA
MISTURA DAS VARIEDADES ISABEL E HERBEMONT, EXTRAIDOS COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)
USANDO DIFERENTES SOLVENTES NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2°.

Tabela 2.1: SOLVENTE: HEXANO

acidos H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16

c¢12.0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 ND o 0,43 0,00 0,01 0,02 0,01 001 0,02 0,01

C14.0 0,04 002 002 002 002 0,02 0,02 0,02 0,04 002 002 004 002 002 0,04 0,02
cte:1 022 0,17 0,17 0,17 0,7 0,06 0,6 0,11 021 0,96 0,5 025 0,45 0,11 0,22 0,14
cie0 819 723 724 713 7283 687 702 655 687 69 682 981 692 65 804 6,79
C18:2 65,04 68,10 67,97 67,58 67,98 68,07 68,04 69,03 67,88 6827 6824 6570 68,19 68,98 64,61 68,76
c18:1 21,81 20,70 20,64 21,12 20,71 20,99 20,88 20,82 19,94 20,71 20,89 18,73 20,87 20,69 22,4 20,51
c180 433 364 381 38 375 375 374 335 441 374 374 521 3,71 3,48 444 3,65
C18:3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

c20.0 0,12 0,09 0,09 009 009 009 008 007 026 009 008 0,16 0,08 0,07 0,14 0,07
c24:0 003 001 002 001 001 001 001 0,02 0,09 002 001 004 001 0,02 0,04 0,01

NA : Nao analisado, ND néao detectado

Tabela 2.2: SOLVENTE: HEXANO: DCM (1:1)

acidos HD1 HD2 HD3 HD4 HD 5 HD6 HD7 HD8 HD9 HD10 HD11 HD12 HD13 HD14 HD15 HD 16

c¢12.0 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 002 0,02 0,01

C14.0 0,083 0,04 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 003 0,03 0,02
cie:1 021 022 021 020 0,19 020 0,21 020 0,49 0,19 0,18 0,19 020 0,19 0,96 0,14
ci6:0 7,47 802 799 7,74 864 767 8,10 798 791 768 7,65 7,91 8,08 7,78 8,47 6,77
C18:2 66,96 64,80 64,97 66,09 64,89 65,70 65,00 6521 6529 6540 6563 6559 64,79 6575 6558 68,09
C18:1 21,08 22,23 22,07 21,72 21,44 21,96 22,00 21,94 21,94 22,02 21,82 21,59 22,11 21,71 21,07 20,98
C18:0 4,10 4,49 434 4,07 4,62 429 4,48 447 4,48 4,51 4,53 452 462 439 450 3,86
C18:3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

cz0.0 0,11 0,14 0,00 0,11 0,13 0,12 0,13 0,12 0,43 0,13 0,13 0,12 0,43 0,11 0,13 0,10
C24:0 0,03 0,04 003 0,02 0,04 002 003 003 002 004 002 0,02 0,02 0,01 0,03 0,02

NA : Nao analisado, ND néao detectado
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Tabela 2.3: SOLVENTE: DICLOROMETANO

acidos D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D 11 D12 D13 D14 D15 D16
ci12.0 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
c140 0,03 003 003 003 003 003 003 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
ci6:1 0,20 0,19 0,20 0,22 0,21 0,22 0,19 0,17 0,17 0,19 0,19 0,17 0,19 0,18 0,18 0,23
Ci60 6,88 690 7,22 806 765 7,86 7,60 7,41 7,24 7,81 7,56 7,62 751 761 752 7,95
C18:2 65,61 67,01 68,62 69,12 67,97 6723 67,90 6829 67,70 67,34 6722 67,95 67,05 66,91 67,16 65,73
C18:1 22,90 21,92 20,41 19,05 20,23 20,40 20,14 19,83 20,72 20,28 20,66 20,09 20,80 20,75 20,64 20,55
ci180 4,16 368 3,36 337 3,75 4,09 397 4,12 3,96 419 4,18 3,95 426 4,35 430 5,26
C18:3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

c200 0,13 0,13 0,10 0,10 0,11 0,12 0,11 0,12 0,11 0,12 0,12 0,13 0,10 0,13 0,12 0,18
c240 009 013 0,05 003 0,04 003 0,04 0,03 0,05 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,04

NA : Nao analisado, ND nao detectado

Tabela 2.4: SOLVENTE: ACETATO DE ETILA

acidos AE1 AE2 AE3 AE4 AE5 AE.6 AE7 AE8 AE9 AE10 AE11 AE 12 AE 13 AE 14 AE 15 AE 16
c12.0 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 002 0,02 0,02 0,02 0,02
C14.0 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 003 0,03 0,04 0,04 0,04 0,038
Ci6:1 0,22 0,24 0,24 0,22 025 023 023 023 025 0,22 0,6 0,22 0,23 0,22 0,23 0,19
Cci6:0 793 8,23 8,27 7,88 852 8,17 805 967 790 803 861 789 7,77 790 8,42 7,54
C18:2 65,34 64,95 64,59 65,36 62,59 64,97 65,23 64,21 65,56 65,45 67,03 65,73 6532 65,65 63,18 65,67
C18:1 21,94 21,83 21,89 21,85 21,87 21,64 21,86 20,68 21,77 21,72 18,70 21,38 22,02 21,69 21,99 21,99
C18:0 431 452 449 420 516 4,54 442 493 431 433 496 457 443 4,32 482 441

Ci83 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

c20.0 0,14 0,14 0,14 0,13 0,21 0,14 0,3 0,46 0,13 0,13 0,15 0,14 0,14 0,13 0,20 0,13
C24:0 0,06 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 003 005 0,03 006 002 003 0,04 004 0,05 0,03
NA : Nao analisado, ND nao detectado
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TABELA 3.1: OLEOS DE SEMENTE DE UVA ISABEL/HERBEMONT, EXTRAIDOS POR PLE COM HEXANO, SEGUNDO O

ANEXO 3

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2°

experimento

ECN Nome
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
58 LLnLn 0,30 ND 0,27 0,31 ND 0,20 0,33 ND 0,09 0,34 0,29 0,13 0,36 0,31 0,71 0,55
isbmero 0,10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
10 LLLn 0,85 9,73 0,54 0,65 0,00 0,69 0,73 4,98 0,10 0,71 0,78 0,00 0,64 0,80 0,43 0,68
isomero 0,05 ND ND ND 2,11 ND 0,06 ND ND 0,18 ND ND ND ND ND ND
1 LLL 40,92 4120 40,98 41,16 2580 4045 40,86 41,74 4294 4091 4161 46,38 4326 4460 40,75 41,73
PLLn 0,07 0,49 ND ND 7,79 0,35 0,05 ND ND ND 0,63 ND 0,16 ND ND ND
1 OLL 2123 1747 2072 2127 2273 21,10 2047 2013 26,72 2059 2046 20,23 2048 2227 21,67 21,17
PLL 1386 696 1312 1380 457 1384 1359 1115 787 13,38 1353 11,79 1418 1414 1275 14,08
OoO0L 4,99 7,68 5,74 490 12,21 5,41 5,24 5,67 8,31 5,39 4,25 4,91 4,60 4,45 5,55 5,46
46  POL + StLL 12,01 1254 13,06 11,79 1419 1215 11,73 1093 817 12,09 11,36 1105 1226 953 1183 12,02
PPL 0,82 ND ND ND ND ND 0,14 0,06 0,16 ND ND 0,11 0,35 ND 0,07 0,12
000 0,79 1,16 1,63 1,58 4,26 1,71 1,74 1,52 2,28 1,89 1,53 0,79 1,29 0,82 1,42 0,84
48 StOL +7? 4,01 2,78 2,03 3,94 5,50 3,93 4,12 3,39 3,01 4,07 3,59 2,55 1,76 2,58 3,87 3,22
(POP) ND ND 1,90 0,52 0,05 ND 0,37 042 ND 0,45 0,40 0,82 ND ND 0,44 ND
PPP ND ND ND ND 0,28 ND 0,58 ND 0,22 ND 1,44 1,21 ND 0,52 0,51 0,13
? ND ND ND 0,09 0,50 ND ND ND 0,00 ND ND ND 0,66 ND ND ND
? ND ND ND ND ND 0,16 ND ND 0,13 ND 0,13 ND ND ND ND ND
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TABELA 3.2: OLEOS DE SEMENTE DE UVA ISABEL/HERBEMONT, EXTRAIDOS POR PLE COM HEXANO/DCM, SEGUNDO O
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2°"

experimento

ECN Nome
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
28 LLnLn 0,30 ND 027 0,31 ND 0,20 0,33 ND 009 034 02 013 036 031 071 055
isdmero 0,10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
40 LLLn 08 973 054 0,65 ND 069 073 49 010 071 0,78 ND 064 080 043 0,68
isdmero 0,05 ND ND ND 2,11 ND 0,06 ND ND 0,18 ND ND ND ND ND ND
1 LLL 40,92 41,20 4098 4116 2580 4045 40,86 41,74 4294 4091 4161 46,38 4326 44,60 40,75 41,73
PLLn 0,07 049 ND ND 7,79 0,35 0,05 ND ND ND 0,63 ND 0,16 ND ND ND
1 OLL 2123 1747 20,72 2127 22,73 2110 2047 2013 26,72 20,59 2046 20,23 2048 2227 21,67 2117
PLL 1386 69 13,12 13,80 457 1384 1359 11,15 7,87 1338 1353 11,79 1418 1414 12,75 14,08
Oo0L 499 768 574 490 1221 541 524 567 831 539 425 491 460 445 555 546
46 POL + StLL 12,01 1254 1306 11,79 1419 1215 11,73 10,93 817 1209 11,36 11,05 1226 953 1183 12,02
PPL 0,82 ND ND ND ND ND 014 0,06 0,16 ND ND 0,11 0,35 ND 0,07 0,112
000 079 116 163 158 426 1,71 1,74 152 228 189 153 079 129 082 142 0084
48 StOL +? 401 278 203 39% 550 393 412 339 301 407 35 25 176 258 387 322
(POP) 000 000 19 052 0,05 ND 037 042 000 045 040 082 ND ND 0,44 ND
PPP ND ND ND ND 0,28 ND 0,58 ND 0,22 ND 144 1,21 ND 052 051 0,3
? ND ND ND 0,09 0,50 ND ND ND 0,00 ND ND ND 0,66 ND ND ND
? ND ND ND ND ND 0,16 ND ND 0,13 ND 0,13 ND 0 ND ND ND
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TABELA 3.3: OLEOS DE SEMENTE DE UVA ISABEL/HERBEMONT, EXTRAIDOS POR PLE COM DICLOROMETANO, SEGUNDO O
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2°"

experimentos
ECN Nome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
s Lol 023 020 023 018 000 000 000 000 000 02 02 027 025 027 021 027
isomero ND ND ND ND ND ND 002 ND ND ND 015 ND ND ND 013 ND
o 063 059 063 061 061 064 059 065 059 062 087 069 064 064 042 066
isomero ND ND ND ND ND 003 002 ND ND ND 012 ND ND 005 070 014
o W 40,84 3893 4244 4149 4083 4117 4218 4257 4135 4144 4067 4233 4112 4254 4222 4118
PLLN ND ND ND 067 ND ND ND ND ND ND 017 ND ND 008 ND 037
u o0 2061 2032 1972 2117 2061 2065 20,81 21,07 2123 2092 2110 2106 2077 21,19 2047 21,13
PLL 1359 1456 1525 1384 1358 1385 14,01 1428 1385 1421 1382 1414 1373 1342 1333 14,02
0oL 539 557 424 499 539 531 526 517 537 494 373 501 569 539 424 498
46 POL+SLL 11,89 1150 11,60 1142 1189 1186 1165 1181 1230 11,81 1176 1134 1240 1157 11,08 11,83
PPL ND ND ND ND 007 007 007 ND 008 015 005 010 022 011 010 023
000 174 172 028 138 1,74 179 114 095 104 1,14 190 084 113 103 196 1,39
5 SOL*? 39 417 458 408 396 39 346 311 318 29 519 327 357 318 429 333
(POP) ND 086 004 007 028 049 045 039 072 08 02 029 047 051 044 ND
PPP 113 159 035 008 104 018 034 ND 028 074 ND 066 ND ND 040 048
77 77 ND ND 065 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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TABELA 3.4: OLEOS DE SEMENTE DE UVA ISABEL/HERBEMONT, EXTRAIDOS POR PLE COM ACETATO DE ETILA, SEGUNDO
O PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 2"

experimentos

ECN Nome
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
38 LLnln ND ND 046 022 ND ND ND ND 048 043 074 041 ND ND 054 026
40 LLLn 426 350 057 ND 053 ND ND 840 ND 1325 08 ND ND 192 072 21
42 LLL 4013 4241 3999 4764 4142 5236 4326 4265 4390 3844 4121 46,86 4400 40,94 4081 3943
4 OLL 21,11 2053 19,76 1327 23,06 1834 1437 1304 2060 16,39 2124 1301 2148 2098 2140 21,65
PLL 10,58 10,07 14,08 16,20 1392 6,61 557 544 759 682 1374 467 1024 1022 1095 1043
OooL 6,76 6,07 505 1237 620 ND 13,03 1227 450 344 360 1356 633 684 803 0,19
46  POL + StLL 11,39 11,06 1260 4,72 1150 365 1303 1231 848 753 1138 11,93 1085 10,76 1286 8,27
PPL 015 020 0,20 5,04 ND 7,77 048 ND 0,29 ND 0,13 ND 0,06 0,20 ND 11,96
000 1,37 156 167 007 271 445 400 140 610 626 183 424 220 287 099 023
StOL +7? 38 400 466 010 ND 682 584 449 744 743 502 532 451 472 369 1,33
* (POP) 000 060 045 019 034 ND 043 ND ND ND 025 ND 033 034 ND 366
PPP 041 ND 038 019 033 ND ND ND 024 ND ND ND ND 021 ND 050
Y ND ND 0,14 ND ND ND ND ND 0,19 ND ND ND ND ND ND ND
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Tabela 3.5: Oleos de semente de uva Isabel/Herbemont, extraidos por SFE com di6xido de
carbono e propano

Nome prop1 prop2 CO21 CO0.-2 CO:-3 CO.-7 CO2-9
38 LLnLn ND 0,28 0,03 0,09 0,31 0,31 ND
40 LLLn 0,67 0,64 0,84 ND 0,55 0,61 ND
isbmero ND ND 0,22 ND ND 0,03 ND

1 LLL 40,59 41,16 41,84 43,57 40,52 40,75 42,92
PLLn 0,43 ND 0,11 ND 0,45 0,44 0,40

1 OLL 20,11 19,89 19,60 25,92 19,78 19,74 20,84

PLL 14,27 14,52 15,09 7,90 14,33 14,53 14,69
OoO0L 5,06 4,87 5,31 7,48 4,96 4,93 3,84

46 POL + StLL 12,16 12,48 10,85 8,86 12,36 12,08 12,35
PPL 0,06 0,11 0,05 0,27 0,20 0,06 0,14
000(100) 1,56 1,54 1,19 2,31 1,48 1,51 1,35
48 StOL + ? 4,39 3,90 4,79 3,50 4,33 4,32 3,04
(POP) 0,35 0,30 ND ND 0,29 0,35 ND
PPP 0,35 0,30 0,08 0,11 0,44 0,37 0,44

Tabela 3.6: Oleos de semente de uva Isabel/Herbemont, extraidos por SFE com diéxido de
carbono e diferentes solventes extratores

ECN Nome hexano HD DCM AE  Metanol etanol
3% 5% 10% 15% 20%
38 LLnLn ND 013 ND 0,13 ND 0,13 ND ND ND ND
40 LLLn ND 060 ND 047 ND ND ND 0,72 050 0,54
42 LLL 4353 4215 4350 4292 4353 4431 4463 4311 4183 4218
PLLn ND ND ND ND ND ND ND 236 217 232
1 OLL 2042 23,04 2059 2342 2042 18,82 29,62 19,36 18,65 19,13
PLL 11,32 11,33 11,06 11,28 11,32 509 565 16,52 16,09 1575
OooL 577 558 4,89 546 5,77 10,26 7,19 3,71 360 357
46 POL + StLL 12,77 11,09 1220 11,02 1277 1235 6,24 974 11,92 10,61
PPL ND 0,02 ND 0,03 ND 0,13 0,07 ND ND ND
000 1,51 1,53 1,92 1,31 1,51 358 377 084 1,10 1,14
48 StOL +7? 4,49 409 463 3,80 4,49 514 263 3,00 366 3,23
(POP) ND ND 039 ND ND ND ND 042 0,37 0,70
PPP 0,19 044 084 0,16 0,19 019 021 021 012 0,83

HD = hexano/diclorometano (1:1), DCM= diclorometano; AE = acetato de etila
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ANEXO 4

Tabela 4.1: Coeficientes do modelo experimental construido para o-tocoferol
presentes no 6leo de semente de uva extraido por PLE com diferentes solventes da
mistura de sementes de uva das variedades Isabel e Herbemont.

coeficientes H HD DCM AE
A0 1,82 1,88 1,60 1,61
A1 -0,41 0,25 -0,22 -0,44
A2 0,67 -0,18 -1,00 -0,54
A3 -0,24 -0,11 -0,12 0,86
A4 0,33 -0,89 0,12 0,07
A5 -0,82 -0,50 -0,28 0,38
A1A2 -0,50 0,12 -0,08 0,82
A1A3 0,48 0,24 0,33 0,13
A1A4 0,46 0,33 0,51 0,22
A1A5 -0,23 0,18 -0,03 0,05
A2A3 -0,27 0,41 0,18 0,42
A2A4 0,08 -0,46 -0,47 -0,28
A2A5 0,09 0,26 0,01 0,31
A3A4 0,32 0,37 0,06 -0,07
A3A5 0,26 -0,33 -0,05 1,01
A4A5 0,56 -0,34 0,30 0,11
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