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RESUMO 

O bagaço de uva é o principal resíduo da indústria vitivinícola e apresenta um alto teor 

de compostos fenólicos com potencial antioxidante. Diferentes técnicas têm sido 

utilizadas para extração e preservação destes compostos. Este trabalho teve como 

objetivo obter um extrato em pó rico em compostos fenólicos, a partir de bagaço de uva, 

utilizando os processos de extração assistida por ultrassom e microencapsulação por 

spray drying. O bagaço, obtido a partir da produção de espumante, foi seco, moído e 

submetido a extração hidroetanólica assistida por ultrassom. Avaliou-se a influência da 

potência (1000 a 3000 W/L), concentração de ácido cítrico (0 a 3%) e razão sólido: 

líquido (S:L) (1:5 a 1:15) sobre a recuperação de compostos fenólicos, incluindo as 

antocianinas, e atividade antioxidante. O extrato obtido nas melhores condições foi 

caracterizado por CLAE-DAD e microencapsulado por spray drying, utilizando como 

agentes encapsulantes misturas de maltodextrina 5DE com gelatina, com goma arábica e 

com isolado de proteína de soro de leite (1:1). Foram identificadas as seguintes 

substâncias: delfinidina-3-glicosídeo, cianidina-3-glicosídeo,  petunidina-3-glicosídeo,   

peonidina-3-glicosídeo,  malvidina-3-glicosídeo, ácido gálico, ácido protocatecuico, 

catequina, ácido vanílico, ácido siríngico, epicatequina, ácido p-cumárico, ácido 

elágico, rutina, miricetina, quercetina, kaempferol e isorhamnetina. Entre as condições 

avaliadas no planejamento experimental, as extrações mais eficientes ocorreram quando 

foram aplicadas maiores potências de ultrassom, maiores concentrações de ácido e 

maior volume de solução. O teor de antocianinas monoméricas presentes nos extratos 

obtidos por ultrassom variou de 453±6 a 685±11 mg malvidina-3-glicosídeo.100 g-1 de 

bagaço; o teor de compostos fenólicos totais variou de 6.485±40 a 11.732±126 mg 

ácido gálico equivalente (AGE).100 g-1 de bagaço; a atividade antioxidante pelas 

metodologias ORAC e ABTS variou de 230±1 a 516±17 μmol Trolox.g-1 e de 442±37 a 

939±110 μmol Trolox.g-1, respectivamente. A condição mais adequada, dentro dos 

limites avaliados, foi de 3000 W/L de potência, 2,5% de ácido cítrico e uma razão S: L 

de 1:15. O ultrassom mostrou-se uma alternativa promissora para a extração de 

compostos antioxidantes do bagaço de uva. O processo por spray drying provou ser 

eficiente na microencapsulação e retenção de compostos fenólicos, incluindo as 

antocianinas, preservando-as de forma mais eficiente do que o extrato líquido. 

 



ix 

 

ABSTRACT 

Grape pomace is the main residue from the winemaking industry and has a high content 

of phenolic compounds with antioxidant potential. Different techniques have been used 

for extraction and preservation of these compounds. The objective of this work was to 

obtain a powdered extract rich in phenolic compounds, from grape pomace, using 

ultrasound-assisted extraction and microencapsulation by spray drying. Grape pomace, 

resulting from sparkling production, was dried, milled and subjected to hydroethanolic 

ultrasound-assisted extraction. The influence of ultrasound power (1000 to 3000 W/L), 

citric acid concentration (0 to 3%) and solidliquid (S:L) ratio (1:5 to 1:15) on the 

phenolic compounds recovery, including anthocyanins, and on the antioxidant activity 

was evaluated. The extract obtained at the best conditions was characterized by HPLC-

DAD and microencapsulated by spray drying using blends of maltodextrin 5DE with 

gelatin, arabic gum and whey protein isolate (1:1) as carrier agents. The following 

compounds have been identified: delphinidin-3-glycoside, cyanidin-3-glycoside, 

petunidin-3-glycoside, peonidin-3-glycoside, malvidin-3-glycoside, gallic acid, 

protocatechuic acid, catechin, vanillic acid, epicatechin, p-coumaric acid, ellagic acid, 

rutin, myricetin, quercetin, kaempferol and isorhamnetin. Among the conditions 

evaluated in the experimental design, more efficient extractions have occurred when 

higher ultrasound potencies, acid concentrations and lower solid:liquid ratio were used. 

The most suitable condition, within the evaluated limits, was 3000 W/L of power, 2.5% 

of citric acid and a S:L ratio of 1:15. The monomeric anthocyanins content present in 

the extracts obtained by ultrasound ranged from 453 ± 6 to 685 ± 11 mg malvidin-3-

glycoside.100 g-1 of pomace; total phenolic compounds varied from 6,485 ± 40 to 

11,732 ± 126 mg gallic acid equivalent (AGE) .100 g-1 bagasse; the antioxidant activity 

by ORAC and ABTS ranged from 230 ± 1 to 516 ± 17 μmol Trolox.g-1 and from 442 ± 

37 to 939 ± 110 μmol Trolox.g-1, respectively. The ultrasound showed to be a promising 

alternative for extraction of antioxidant compounds from grape pomace. The spray 

drying process proved to be efficient in the microencapsulation and retention of 

phenolic compounds, including anthocyanins, preserving them more efficiently than the 

liquid extract. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção brasileira de uva se concentra majoritariamente no Sul do país, 

principalmente no Rio Grande do Sul. Contudo, nas últimas décadas esta produção tem 

se expandido para outras regiões, como o Vale do Rio São Francisco (CAMARGO et 

al., 2010), uma vez que algumas variedades de uva se adaptam bem a climas quentes, 

como é o caso da Syrah, variedade da espécie Vitis vinifera. Sua produção torna-se 

favorável nas regiões do Semiárido brasileiro, produzindo uvas e vinhos durante todo o 

ano (GUERRA et al., 2009).  

Diversos resíduos são gerados na produção de vinhos, como sarro, borra, 

engaço, bagaço, entre outros, resultando em toneladas de resíduos sólidos. O bagaço é o 

principal tipo de resíduo, representando cerca de 20% do peso da uva processada 

(KAMMERER et al., 2004). 

O bagaço de uva possui um alto teor de compostos fenólicos, tais como 

antocianinas, ácidos fenólicos, flavonoides não antociânicos e estilbenos, uma vez que 

durante a vinificação ocorre uma extração apenas parcial destes compostos. Dessa 

forma, a extração dessas substâncias representa uma alternativa para a obtenção de 

produtos com alto valor agregado, que podem ser utilizados como ingredientes 

funcionais ou corantes naturais nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica 

(BAYDAR et al., 2007; FONTANA et al., 2013). 

Métodos de extração convencionais (extração em leito agitado) e não 

convencionais (extração assistida por ultrassom, com fluido supercrítico, assistida por 

micro-ondas, acelerada por solvente) vêm sendo utilizados para extrair substâncias 

bioativas de resíduos vegetais, sendo os métodos não convencionais reconhecidos pelo 

menor tempo de extração e maior rendimento (WANG e WELLER, 2006). 

A maior eficiência na extração assistida por ultrassom tem sido atribuída 

principalmente às forças de cavitação resultantes do ultrassom, que envolvem a 

implosão de bolhas formadas no meio líquido durante sua aplicação. Essa implosão gera 

rápida compressão adiabática dos gases e vapores dentro das bolhas ou cavidades e, 

como consequência, altas temperaturas e pressões são produzidas, resultando em uma 

melhor extração (GONZÁLEZ-CENTENO et al., 2014). 

Os compostos fenólicos são conhecidos por suas propriedades antioxidantes, 

porém alguns, como as antocianinas, são sensíveis a fatores como altas temperaturas, 
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exposição à luz e ao gás oxigênio (O2), pH, entre outros. Nesse sentido, a 

microencapsulação destaca-se como uma alternativa de proteção a estes compostos, 

visando aumentar sua estabilidade e vida útil dos produtos. A microencapsulação por 

spray drying é o método mais comumente utilizado na indústria de alimentos, 

resultando em produtos em pó, geralmente bastante estáveis ao armazenamento (DESAI 

e PARK, 2005; CELLI et al., 2015). 

Diante do exposto, este trabalho visou à obtenção de um extrato em pó rico em 

compostos fenólicos, a partir do bagaço de uva, coproduto do processamento da uva 

Syrah para obtenção de vinho branco, utilizando-se os processos de extração assistida 

por ultrassom e microencapsulação por spray drying. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo geral obter um extrato em pó rico em 

compostos fenólicos, a partir do bagaço de uva, utilizando-se os processos de extração 

assistida por ultrassom e microencapsulação por spray drying. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a influência da potência do ultrassom, concentração de ácido cítrico e 

razão sólido:líquido na extração hidroetanólica de compostos fenólicos do 

bagaço de uva; 

• Caracterizar os extratos obtidos em relação ao teor de fenólicos totais, 

antocianinas e capacidade antioxidante; 

•  Avaliar o perfil de fenólicos do bagaço de uva e do extrato obtido na melhor 

condição; 

•  Microencapsular, por spray drying, o extrato obtido na melhor condição de 

extração, utilizando como agentes encapsulantes maltodextrina, gelatina, goma 

arábica e isolado proteico de soro de leite; 

• Caracterizar as partículas obtidas em relação ao teor de fenólicos totais, 

antocianinas, capacidade antioxidante, umidade, distribuição do tamanho de 

partículas e morfologia; 

• Avaliar a estabilidade do extrato líquido e dos extratos encapsulados, em relação 

ao teor de fenólicos totais, antocianinas e capacidade antioxidante. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Uva e indústria vitivinícola 

 

A uva é uma das frutas mais cultivadas no mundo, com 75 milhões de toneladas 

produzidas ao ano (FAO-OIV, 2016). Fruto da videira, a Vitis vinifera tem por 

principais destinos a produção de vinhos, sucos e consumo in natura. Sua produção no 

Brasil atingiu cerca de 1,5 milhões de toneladas no ano de 2015, sendo 52% da 

produção nacional destinadas ao processamento (DE MELLO, 2015). 

Embora algumas tentativas de cultivar Vitis vinifera no solo brasileiro tenham 

sido feitas desde o século XVI, a vinificação teve seu início no Brasil com a imigração 

italiana, no final do século XIX. Parte desses imigrantes se estabeleceram na Serra 

Gaúcha e, como o vinho era considerado parte da cultura italiana, iniciou-se a 

fabricação de vinho na região (CAVALVANTE, 2016). 

A expansão da produção de vinhos finos para outras regiões consiste em uma 

estratégia de mercado na exploração de novos territórios e também na busca por custos 

mais baixos de produção. Exemplos desta estratégia aplicada nas últimas décadas são as 

regiões de Mato Grosso, de Goiás e do Vale do Rio São Francisco, que, devido ao 

clima, possibilitam a produção de uvas e de vinhos durante todo o ano (GUERRA et al., 

2009; CAMARGO et al., 2010; CAVALVANTE, 2016). 

Uma vez que algumas variedades de uva se adaptam bem a climas quentes, 

como é o caso da Syrah, uma variedade da espécie Vitis vinifera L., a produção destas 

torna-se viável nas regiões do Semiárido brasileiro. Desta forma, devido ao ótimo 

desempenho dos vinhedos na região do semiárido, houve expansão da vitivinicultura no 

Submédio do Vale do São Francisco, a partir da década de 80 (Figura 1). Nesse sentido, 

a partir da década de 80, o excelente desempenho dos vinhedos do Semiárido nordestino 

consolidou o Submédio do Vale do São Francisco como uma nova fronteira para 

expansão da vitivinicultura. Desde então, a atividade vitivinícola vem contribuindo para 

a ampliação e o fortalecimento das oportunidades econômicas nessa região, com safras 

cada vez maiores e uvas de excelente qualidade para a produção de vinhos, sucos e 

outros derivados, tendo por destaque a produção de uvas de mesa, gerando renda para 

milhares de famílias (GUERRA et al., 2009; SOARES e LEÃO, 2009; DE MELLO, 

2015). 
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Figura 1: Vale do São Francisco e suas regiões hidrográficas. 

Fonte: Adaptado de MMA (2006). 

 

A uva Syrah (Figura 2), sinônimo Shiraz (Austrália), é uma uva tinta, com cor 

roxa intensa. Seu cacho é alongado, com pequenas bagas redondas ou ovais. Esta 

variedade foi originada de um cruzamento entre as uvas Dureza e Mondeuse Blanche. O 

cultivo da Syrah ganhou força na França e hoje ela pode ser encontrada em diversos 

países, estando entre as 10 variedades mais cultivadas no mundo. Dependendo do tipo 

de clima onde é cultivada, esta variedade pode originar vinhos com perfis aromáticos 

distintos. Em climas mais quentes, os vinhos produzidos são encorpados, tendo por 

características notas que lembram ameixa e chocolate (JACKSON, 2008; GUERRA et 

al., 2009; OLIVEIRA, 2010; OIV FOCUS, 2017; MISTRAL, 2017). 
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Figura 2: Cacho de uva da variedade Syrah. 

Fonte: Covinca (2017). 

 

O vinho, de acordo com definição da RES Nº 45/96, “é exclusivamente a bebida 

que resulta da fermentação alcoólica completa ou parcial da uva fresca, esmagada ou 

não, ou do mosto simples ou virgem, com um conteúdo de álcool adquirido mínimo de 

7% (v/v a 20ºC)” (MERCOSUL, 1996). 

A fermentação alcoólica é a principal diferença entre os processos da vinificação 

tinta e branca. Na produção de vinhos tintos as bagas esmagadas seguem para a 

fermentação juntamente com o mosto, no qual as leveduras adicionadas transformarão 

os açúcares em etanol e subprodutos, podendo durar de 4 a 6 dias. Na vinificação branca 

o bagaço é removido logo após o esmagamento, para então haver a fermentação 

(GUERRA et al., 2009). Portanto, para a obtenção de vinho branco, as uvas são 

processadas sem suas cascas, diferentemente da produção de vinho tinto 

(ANTONIOLLI et al., 2015). Desta forma, na produção de vinho branco podem ser 

utilizadas tanto uvas brancas, quanto uvas tintas, já que a retirada das cascas evita a 

passagem da coloração para o mosto (RIZZON e DALL’AGNOL, 2009). O processo de 

vinificação branca está apresentado, resumidamente, no esquema da Figura 3. 
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Figura 3: Esquema simplificado do processo de vinificação branca. 

Fonte: Adaptado de Venturini Filho (2005). 

 

Os espumantes são obtidos após duas fermentações, sendo a primeira uma 

fermentação comum, realizada para obter-se um vinho normalmente branco, 

denominado vinho base. A segunda pode ser executada de duas formas: na própria 

garrafa, chamado de método Champenoise (também chamado de tradicional, clássico ou 

fermentação na garrafa) ou em grandes recipientes resistentes à pressão, denominados 

autoclaves, método chamado de Charmat (GUERRA et al., 2009; SIMONAGGIO e 

LEHN, 2014). Ambos os métodos estão apresentados nos esquemas da Figura 4. 
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  Champenoise  Charmat 

 

Figura 4: Esquema da elaboração de espumante pelos métodos Champenoise e Charmat. 

Fonte: Simonaggio e Lehn (2014). 

 

3.2. O bagaço de uva 

 

Com o processamento de vinho grandes quantidades de resíduos são geradas por 

ano, como o bagaço (constituído de casca, semente e engaço), que representa cerca de 

20% do volume processado (KAMMERER et al., 2004).  

O resíduo da vinificação comumente é destinado ao uso como fertilizante e 

alimentação animal. Contudo, o uso como fertilizante pode trazer problemas, pois altos 

níveis de compostos fenólicos podem inibir a germinação de sementes, devido a sua 

fitotoxidade e efeitos antimicrobianos. Já como alimentação animal também podem ser 

prejudiciais, pois alguns animais têm intolerância a certos componentes do resíduo, 

como a presença de ligninas, que diminuem a digestabilidade por reduzirem enzimas 

celulolíticas e proteolíticas (RUBERTO et al., 2007; GONZÁLEZ-CENTENO et al., 

2012; FONTANA et al., 2013). 
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O bagaço de uva é caracterizado por apresentar um alto teor de compostos 

fenólicos, que são diferentes de acordo com a variedade da uva, condições ambientais e 

de cultivo. Entre os compostos, são observados principalmente antocianinas, ácidos 

fenólicos, flavonoides não antociânicos e estilbenos, já que durante a vinificação ocorre 

uma extração apenas parcial destes compostos (KAMMERER et al., 2004; 

ROCKENBACH et al., 2007; FONTANA et al., 2013; FLAMINI et al., 2013). 

Estas substâncias têm conhecido efeito antioxidante, promovendo benefícios à 

saúde, com potencial aplicação, por exemplo, em indústrias farmacêuticas, cosméticas e 

de alimentos, por exemplo. A elevada concentração de antocianinas representa um 

grande potencial de utilização para estes coprodutos como corantes naturais. O uso do 

bagaço de uva como fonte de antioxidantes também pode contribuir para a geração de 

ingredientes e produtos com alto valor agregado (BAYDAR et al., 2007; FLAMINI et 

al., 2013; SESSA et al., 2013). 

 

3.3. Caracterização Química 

 

Para viver, crescer e se reproduzir, todo ser vivo precisa transformar e 

interconverter uma série de compostos orgânicos. Nas plantas, seu metabolismo fornece 

substâncias responsáveis por estas funções, sendo estas distinguidas como metabólitos 

primários e secundários. Os metabólitos primários são responsáveis pelo crescimento, 

desenvolvimento e reprodução das plantas, enquanto os secundários têm por função 

defender o organismo de certos predadores, atrair polinizadores liberando odores 

atrativos e até mesmo com sua coloração. Estes últimos são destacados pelas suas 

atividades biológicas diversas, o que confere aos produtos naturais o reconhecimento 

como substâncias bioativas (DEWICK, 2002; ALI et al., 2010). 

Dentre os metabólitos secundários encontrados em vegetais estão os compostos 

fenólicos, o ácido ascórbico e os carotenoides. Os compostos fenólicos, como ácidos 

fenólicos, flavonoides (incluindo as antocianinas), têm por característica possuírem ao 

menos um anel aromático e um grupamento hidroxila, substituindo um átomo de 

hidrogênio (ANGELO e JORGE, 2007). 

Uma vez que os animais não são capazes de sintetizar anéis aromáticos, é 

necessário o consumo de vegetais contendo compostos fenólicos na dieta, visto que 

podem contribuir significativamente para a saúde humana, como é sugerido por 
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inúmeros estudos científicos (NIJVELDT et al., 2001; NACZK e SHAHIDI, 2004; 

YILMAZ e TOLEDO, 2004). 

 

3.3.1. Ácidos fenólicos 

 

Os ácidos fenólicos são metabólitos secundários usualmente encontrados em 

alimentos de origem vegetal e podem ser divididos em dois grupos.  O primeiro é 

composto pelos derivados dos ácidos benzóicos, com sete átomos de carbono (C6-C1), 

sendo os mais simples encontrados na natureza, podendo ser encontrados na forma de 

glicosídeos. Os ácidos gálico e protocatecuico são exemplos deste grupo (Figura 5A). O 

outro grupo é formado pelos derivados de ácidos cinâmicos, com nove átomos de 

carbono (C6-C3), sendo estes predominantes em plantas, como os ácidos p-cumárico, 

cafeico e ferúlico (Figura 5B) (HERRMANN e NAGEL, 1989; SOARES, 2002; 

MATTILA e HELLSTRÖM, 2007; TSAO, 2010). 

Os ácidos fenólicos possuem um grupamento carboxílico e uma ou mais 

hidroxilas em seus anéis aromáticos, podendo se apresentar em sua forma natural ou 

ligados entre si ou com outros compostos. Em alimentos, os ácidos presentes neste 

segundo grupo estão comumente ligados a ácidos quínicos ou glicosilados 

(HERRMANN e NAGEL, 1989; MATTILA e KUMPULAINEN, 2002; NEO et al., 

2010). 

                                         

 

 

 

 

Figura 5: Estruturas de ácidos fenólicos derivados de ácidos benzoicos (A) e de ácidos cinâmicos (B). 

R= OH: Ácido gálico 

R=H: Ácido protocatecuico 

 

R=H: Ácido p-cumárico 

R=OH: Ácido cafeico 

R=OCH3: Ácido ferúlico 

A B 
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3.3.2. Flavonoides 

 

 Os flavonoides são compostos fenólicos importantes e diversificados. Sua 

presença no reino vegetal é vasta, podendo ser encontrados em frutas, hortaliças, grãos, 

cascas, raízes, caules, flores, chá e vinho, dentre outros. Alguns flavonoides são 

pigmentos coloridos que conferem cor a muitas frutas e hortaliças, mas a maioria destas 

substâncias são incolores. Além disso, exercem função de proteção do organismo, por 

exemplo, quanto a danos produzidos por agentes oxidantes como os raios ultravioletas, 

poluição ambiental, substâncias químicas presentes nos alimentos e estresse 

(NIJVELDT et al., 2001; YILMAZ e TOLEDO, 2004; VOLP et al., 2008; COUTINHO 

et al., 2009). 

Geralmente, os flavonoides são classificados como fenólicos devido à sua 

estrutura química (Figura 6), que apresenta um núcleo característico C6-C3-C6, com 

dois anéis aromáticos ligados por uma cadeia de três átomos de carbono, que formam 

um heterociclo oxigenado. Estes são biossintetizados a partir das vias do ácido 

chiquímico e do ácido acético, conduzindo à formação de várias classes de metabólitos, 

que se diferem pelo grau de oxidação e padrão de substituição do anel C. Dentro de uma 

classe fitoquímica de flavonoides, os compostos diferem no padrão de substituição dos 

anéis A e B. Estas subclasses são divididas em: flavonas, flavanonas, flavanóis 

(catequina), flavononois, isoflavonas, flavonóis e antocianinas (Figura 7) (PIETTA, 

2000; YILMAZ e TOLEDO, 2004; DAMODARAN et al., 2010; FLAMINI et al., 

2013). 

 

  

Figura 6: Estrutura do núcleo fundamental dos flavonoides. 
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Figura 7: Estruturas das subclasses de flavonoides (não-antociânicos). 

 

Os flavonoides podem ser encontrados como agliconas ou sob a forma de 

glicosídeos e/ou derivados metilados e/ou acilados. Sua atividade biológica depende 

tanto de sua diferença estrutural, quanto dos padrões de glicosilação. Um efeito 

importante dos flavonoides é a captura de radicais livres derivados de oxigênio. Estudos 

experimentais in vitro também mostraram que os flavonoides possuem propriedades 

anti-inflamatórias, antialérgicas, antivirais e anticancerígenas (NIJVELDT et al., 2001; 

COUTINHO et al., 2009; TSAO, 2010). 
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3.3.3. Antocianinas 

 

O emprego de corantes nas indústrias é uma prática comum, uma vez que cor e 

aparência dos produtos são importantes para aceitação pelo consumidor. Com a busca 

crescente dos consumidores por produtos mais saudáveis, existe um interesse 

considerável em fontes alternativas de pigmentos que possam ser utilizados como 

corantes naturais, com capacidade de ocupar um papel de destaque na composição de 

produtos, como é o caso das antocianinas (GIUSTI et al., 1999; LOPES et al., 2007). 

As antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul) são pigmentos 

hidrossolúveis originados da subclasse antocianidinas, quando estas apresentam radicais 

glicosídeos. Elas têm como estrutura básica o cátion 2-fenilbenzopirílio, também 

denominado cátion flavílio (LOPES et al., 2007; VOLP et al., 2008; CASTAÑEDA-

OVANDO et al., 2009). 

São os pigmentos mais importantes das plantas, apresentando tonalidades de 

laranja, rosa, vermelho, violeta e azul. São amplamente distribuídas em frutas, como o 

açaí, a jabuticaba, o jamelão, o jambo e o morango, mas também encontradas em flores 

e outros materiais vegetais. As antocianinas são sintetizadas a partir de antocianidinas 

por glicosilação nas posições 3 e 5 do anel C, contudo a observação da molécula na 

forma livre, isto é, a aglicona, é rara no reino vegetal. As antocianidinas glicosiladas são 

geralmente mais estáveis do que as agliconas correspondentes, uma vez que a 

glicosilação induz a ligação intramolecular de hidrogênio dentro da molécula de 

antocianina. Elas se diferem pelo número de grupos hidroxi e/ou metoxi e número de 

glicosídeos ligados a elas. As antocianinas de ocorrência natural mais comuns são as 

moléculas de 3-O-glicosídeos e os 3,5-O-diglicosídeos de malvidina, cianidina, 

pelargonidina, delfinidina, petunidina e peonidina (FLESCHHUT et al., 2006; 

CASTAÑEDA-OVANDO et al., 2009; FLAMINI et al., 2013).  

Além da presença de glicosídeos na molécula, as antocianinas também podem 

estar aciladas, ou seja, com ligações a outros grupos orgânicos, como ácidos fenólicos 

(ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico, sinápico, gálico ou p-hidroxibenzóico) e/ou ácidos 

alifáticos (ácidos malônico, acético, málico, succínico ou oxálico), ligações comumente 

observadas na maioria das antocianinas de uvas vermelhas. Estes substituintes acilados 

são geralmente ligados ao açúcar C3, esterificados ao grupo 6-OH ou menos 

frequentemente ao grupo 4-OH dos açúcares. A glicosilação nas posições C3 e C5 da 

molécula afeta a cor percebida do pigmento, sendo os derivados 3-glicosídeos são mais 
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intensamente coloridos do que os 3,5-diglicosídeos. A variação estrutural da 

antocianina, incluindo a substituição do açúcar, a hidroxilação e a metoxilação do anel 

B, e a presença de grupos acilados estão correlacionadas com a estabilidade do 

pigmento (GIUSTI et al., 1999; GIUSTI e WROLSTAD, 2003; FLAMINI et al., 2013). 

Em uvas, diversas antocianinas já foram identificadas, sendo as principais 

delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina (majoritária nas uvas), 

presentes como derivados de glicosídeos, acetilglicosídeos e p-cumarilglicosídeos. A 

estrutura básica de algumas antocianinas presentes em uvas está demonstrada na Figura 

8. A Tabela 1 apresenta diferentes tipos de antocianinas, denominadas de acordo com 

seus radicais (FLAMINI et al., 2013; FRAIGE et al., 2014). 

 

 

Figura 8: Principais antocianinas encontradas em uvas. R1, R2, R3 e R4 estão descritos na Tabela 1. 

Fonte: Fraige et al. (2014).  
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Tabela 1: Diferentes antocianinas denominadas de acordo com seus radicais 

Antocianina R1 R2 R3 R4 

Delfinidina 3,5-O-diglicosídeo OH OH Gli H 

Delfinidina 3-O-glicosídeo OH OH H H 

Petunidina 3,5-O-diglicosídeo OCH3 OH Gli H 

Peonidina 3,5-O-diglicosídeo OCH3 H Gli H 

Cianidina 3-O-glicosídeo OH H H H 

Malvidina 3,5-O-diglicosídeo OCH3 OCH3 Gli H 

Petunidina 3-O-glicosídeo  OCH3 OH H H 

Peonidina 3-O-glicosídeo  OCH3 H H H 

Malvidina 3-O-glicosídeo  OCH3 OCH3 H H 

Delfinidina 3-O-(6-O-acetil) glicosídeo OH OH H acetil 

Malvidina 3-O-(6-O-acetil)-5-O-diglicosídeo OCH3 OCH3 Gli acetil 

Petunidina 3-O-(6-O-acetil) glicosídeo OCH3 OH H acetil 

Delfinidina 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo OH OH H p-cumaril 

Peonidina 3-O-(6-O-acetil) glicosídeo OCH3 H H acetil 

Malvidina 3-O-(6-O-acetil) glicosídeo OCH3 OCH3 H acetil 

Malvidina 3-O-(6-O-p-cumaril)-5-O-diglicosídeo OCH3 OCH3 Gli p-cumaril 

Cianidina 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo  OH H H p-cumaril 

Petunidina 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo OCH3 OH H p-cumaril 

Peonidin 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo OCH3 H H p-cumaril 

Malvidin 3-O-(6-O-p-coumaryl) glicosídeo  OCH3 OCH3 H p-cumaril 

Fonte: Fraige et al. (2014). 

 

Quando em meio aquoso, as antocianinas podem apresentar diferentes estruturas 

químicas em equilíbrio: cátion flavílio (vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-

base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente amarela) (Figura 9) 

(TIMBERLAKE, 1980; BĄKOWSKA-BARCZAK, 2005; LOPES et al., 2007). 



32 

 

 

Figura 9: Estruturas moleculares em diferentes valores de pH. (AH+) cátion flavílio, (A) base quinoidal; 

(B) carbinol ou pseudobase; e (C) chalcona. 

Fonte: Bordignon et al. (2009). 

 

As formas estruturais das antocianinas podem ser modificadas por diversos 

fatores, como pH, temperatura, luz, solventes, presença de oxigênio, ligações com 

outras substâncias, sendo o pH o fator mais influente para a coloração (SAITO et al., 

1995; BORDIGNON et al., 2009; CASTAÑEDA-OVANDO et al., 2009). 

Em meio ácido (pH≤2), o cátion flavílio de cor vermelha é a espécie 

predominante. As antocianinas não acetiladas são apenas estáveis em valores de pH 

onde o cátion flavílio domina. Em pHs entre 2 e 4 é observada a presença de uma 

espécie incolor, o hemiacetal, que é convertido em cis e trans-chalconas. Contudo esta 

conversão é muito lenta à temperatura ambiente e o aumento da temperatura pode 

deslocar o equilíbrio na direção da formação da base chalcona.  Com aumento para pH 

igual a 6 são formadas as bases quinoidais não carregadas com estruturas roxas e 

aniônicas com um tom azulado (TIMBERLAKE, 1980; BĄKOWSKA-BARCZAK, 

2005; LOPES et al., 2007; SADILOVA et al., 2007; HE e GIUSTI, 2011). 

Quanto à termodegradação, à medida que uma solução de antocianinas é 

submetida à temperatura superior à do ambiente (25°C), sua degradação é maior. Um 

possível mecanismo de degradação é a abertura do anel do cátion flavílio e sua 



33 

 

conversão na forma chalcona (incolor). Tal degradação é irreversível e confere a 

formação de produtos de coloração marrom (LOPES et al., 2007; KATO et al., 2012). 

Diferentemente das agliconas, as moléculas de antocianinas, mono e 

diglicosiladas, são mais estáveis em condições de pH neutro. Isto porque os açúcares 

impedem a degradação de intermediários instáveis em ácidos fenólicos e aldeídos 

correspondentes (FLESCHHUT et al., 2006). 

As antocianinas aciladas são mais estáveis e mais resistentes à perda da cor do 

que seus análogos não acilados. Esta estabilidade é atribuída à proteção que os grupos 

acilados conferem ao anel C do cátion flavílio (também chamado de anel pirílio), o que 

reduz a susceptibilidade ao ataque nucleofílico da água e subsequente formação de uma 

pseudobase ou uma chalcona (copigmentação intramolecular). Quando diaciladas, as 

antocianinas podem ser estabilizadas por um empilhamento de tipo sanduíche causado 

por interações hidrofóbicas entre os resíduos aromáticos planos dos grupos acilados e 

anel C carregado positivamente, assim, diminuem a formação da pseudobase, 

apresentando um aumento na estabilidade ainda maior do que as antocianinas 

monoaciladas (SAITO et al., 1995; GIUSTI e WROLSTAD, 2003; BĄKOWSKA-

BARCZAK, 2005).  

Fleschhut e colaboradores (2006) mostraram os produtos da degradação de 

quatro antocianidinas e seus respectivos ácidos fenólicos, como apresentado na Figura 

10. Segundo os autores, a estabilidade das antocianidinas é influenciada pelos 

substituintes do anel B, em que os grupamentos hidroxila e metoxila diminuem a 

estabilidade da aglicona em meios neutros. 
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Antocianidina Ácido fenólico correspondente 

Cianidina Ácido protocatecuico 

Malvidina Ácido siríngico 

Peonidina Ácido vanílico 

Pelargonidina Ácido p-cumárico 

 

Figura 10: Degradação de antocianidinas e formação de ácidos fenólicos. 

Fonte: Fleschhut et al. (2006). 

 

3.3.4. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é uma técnica altamente 

difundida, tendo notoriedade devido a sua capacidade de separar componentes químicos 

de uma mistura e também por poder identificar e quantificar substâncias, quando são 

utilizados padrões analíticos para comparação e/ou quando utilizada uma técnica 

analítica confirmatória, como é o caso da espectrometria de massas, em que estas 

técnicas podem estar acopladas (SKOOG et al., 2006; LANÇAS, 2009). 

Esta ferramenta analítica tem aplicação em diversas áreas, como em toxicologia, 

ciências ambientais, química farmacológica, bioquímica, ciências forenses e ciências 

dos alimentos (SKOOG et al., 2006). 

Em amostras de uva, vinho e suco, esta técnica tem se destacado, principalmente 

por ser um processo rápido e eficiente para separar e até mesmo isolar pigmentos 

antociânicos, outras classes de flavonoides e ácidos fenólicos (LOPES et al., 2007).  

A CLAE é um tipo de cromatografia que emprega uma fase estacionária (FE) 

muito finamente dividida e uma fase móvel líquida (FM), eluída sob altas pressões. Ela 

é reconhecida por sua alta resolução, eficiência e detectabilidade. Algumas de suas 
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vantagens são a utilização de pequena quantidade de amostra e o curto tempo de análise 

(pode levar poucas horas ou apenas alguns minutos) (COLLINS et al. 2006; SKOOG et 

al., 2006).  

O sistema cromatográfico é composto pelos seguintes componentes: o sistema 

de reservatório de solvente (fase móvel), a bomba, o injetor de amostra, a coluna, o 

detector e o sistema de aquisição e processamento de dados, conforme ilustrado na 

Figura 11 (WATERS, 2017). 

 

Figura 11: Esquema ilustrativo de um sistema cromatográfico líquido. 

Fonte: Waters (2017). 

 

A coluna é considerada um componente fundamental na análise cromatográfica, 

já que ela é encarregada pela separação dos componentes químicos, a principal função 

da técnica de cromatografia. Estas são comumente construídas de tubos de aço 

inoxidável, com recheios geralmente de sílica e partículas tipicamente apresentando 

diâmetros entre 3 e 10 µm. Entre os tipos de cromatografia utilizados, destacam-se a 

cromatografia em fase normal e em fase reversa. No primeiro tipo, a fase estacionária é 

mais polar que a fase móvel, enquanto, em fase reversa, a fase móvel é mais polar. 

Atualmente, a cromatografia em fase reversa é amplamente empregada por utilizarem 

fases móveis aquosas, sendo a coluna do tipo C18 (octadecilsílica) a mais usada 

(DEGANI et al., 1998; SKOOG et al., 2006). 

A separação na coluna ocorre primeiramente com a eluição das substâncias com 

maior afinidade pela FM, ficando mais retidos os compostos que interagem mais com a 
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Lixo 
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FE. As amostras eluídas da coluna são direcionadas para o detector, que gera um sinal 

proporcional à concentração do analito e é enviado para um sistema de aquisição de 

dados, que esquematiza as informações como um cromatograma (COLLINS et al., 

2006; LANÇAS, 2009). 

O sistema de detecção mais adequado deve ser escolhido de acordo com a 

natureza da amostra. Os mais utilizados na CLAE são os de absorção da radiação 

ultravioleta ou visível (UV-Vis), como o detector de arranjo de fotodiodos, que 

possibilita a detecção em vários comprimentos de onda simultaneamente. Neste caso, as 

substâncias a serem analisadas devem ser capazes de absorver a energia proveniente de 

comprimentos de onda da região do ultravioleta ou visível no espectro da luz. Esta 

absorção é afetada pelo número de duplas ligações conjugadas e também pelos grupos 

funcionais. Isto ocorre porque a absorção nas regiões UV-Vis está relacionada com a 

transição eletrônica (mudança de estado fundamental para o estado excitado de um 

elétron), em que elétrons π no sistema conjugado estão mais propensos à transição do 

que elétrons σ que formam as ligações covalentes simples (COLLINS et al., 2006; 

SKOOG et al., 2006; SUGIOKA, 2009). 

Os espectros de UV-Vis de substâncias, como flavonoides e outros fenólicos, 

são alterados pelas variações em suas estruturas químicas, facilitando a diferenciação 

entre os analitos das amostras. Um inconveniente deste método de detecção é a falta de 

informação estrutural, que possibilita a interferência da matriz das amostras (presença 

de compostos quimicamente semelhantes) e à identificação errada de picos (YILMAZ e 

TOLEDO, 2004; FONTANA et al., 2013). 

 

3.3.5. Atividade Antioxidante 

 

Ultimamente, o envolvimento dos radicais livres com diversas doenças crônicas 

não transmissíveis tem sido foco não só em estudos científicos, como também nas 

discussões da sociedade, que cada vez mais procura consumir produtos saudáveis. Em 

vista disso, o consumo de substâncias antioxidantes é fundamental, já que são 

considerados a principal forma de defesa contra o efeito prejudicial à saúde causado 

pelos radicais livres (VACCARI et al., 2009).  

O processo de respiração e várias outras reações que ocorrem no corpo humano 

causam a formação de radicais livres. Os radicais livres podem causar danos oxidativos 

aos lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, o que acarreta uma série de doenças, incluindo 
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câncer, doenças cardíacas, vasculares, neurodegenerativas, inflamações e até mesmo a 

aceleração do processo de envelhecimento (EHLENFELDT e PRIOR, 2001; SIKORA 

et al., 2008). 

A maioria dos efeitos biológicos atribuídos aos produtos de origem vegetal estão 

relacionados à atividade antioxidante. Os antioxidantes naturais, presentes nas plantas, 

podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores de 

enzimas e como quelantes de metais. Estes mecanismos de ação dos antioxidantes têm 

importante papel na redução da oxidação lipídica em tecidos vegetal e animal, que 

podem conferir a redução de risco de desenvolvimento de patologias, como 

arteriosclerose e câncer e, quando inseridos em alimentos, conservam sua qualidade por 

um período de tempo mais prolongado (ANGELO e JORGE, 2007; VEDANA et al., 

2008). 

Diversos métodos químicos, biológicos e eletroquímicos têm sido propostos para 

avaliar a capacidade antioxidante de compostos como os fenólicos, que tem habilidade 

de doar hidrogênios ou elétrons, além de apresentar radicais intermediários estáveis, 

impedindo a oxidação de uma série de ingredientes alimentícios, como óleos e ácidos 

graxos. Estudos in vitro demonstraram que eles atuam como eliminadores de radicais 

peroxil na formação de complexos com metais (VEDANA et al., 2008; SOARES et al., 

2008; FLAMINI et al., 2013). 

 Visto que não existe um método padronizado oficial, recomenda-se que cada 

avaliação de atividade antioxidante seja feita com diferentes condições de oxidação e 

métodos de medição (pelo menos duas metodologias), de modo a fornecer informações 

completas sobre a capacidade antioxidante total, considerando-se os prós e os contras de 

cada ensaio, bem como a aplicabilidade de cada um (PÉREZ-JIMÉNEZ et al., 2008). 

 Os métodos utilizados para determinar a capacidade antioxidante são 

classificados em dois grupos, de acordo com o mecanismo de reação. Há métodos que 

se baseiam na transferência de átomos de hidrogênio, enquanto os outros métodos são 

baseados na transferência de elétrons (HUANG et al., 2005 apud ZULUETA et al., 

2009). 

 Os ensaios baseados em transferência de elétrons medem a capacidade de um 

antioxidante reduzir uma espécie oxidante, que muda de cor quando reduzido. O grau de 

mudança de cor está correlacionado com as concentrações de antioxidantes da amostra. 

Para este tipo de mecanismo, um dos métodos mais comumente utilizados na medição 

da atividade antioxidante é pela captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
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ácido sulfônico) (ABTS), que pode ser gerado por reação química, eletroquímica ou 

enzimática (Figura 12). Esta metodologia espectrofotométrica permite a avaliação da 

atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica, medindo a descoloração, 

decréscimo na absorvância da solução (lida à 734 nm). Isto ocorre porque à medida em 

que há a adição de antioxidantes ao cátion radical pré-formado, ocorre a redução do 

ABTS•+ e, desta forma, parte do ABTS•+ é restaurado em ABTS não radicalar (RE et al., 

1999; KUSKOSKI et al., 2005 apud RUFINO et al., 2007; RUFINO et al., 2007; 

ZULUETA et al., 2009).  

 

 

Figura 12: Estabilização do radical ABTS•+ por um antioxidante e sua formação pelo persulfato de 

potássio. 

Fonte: Rufino et al. (2007). 

 

 Já nas técnicas baseadas em transferência de hidrogênio, a maioria emprega um 

esquema competitivo, no qual o antioxidante e o substrato competem por radicais 

peroxil gerados através da decomposição térmica de compostos azo. Em outras 

palavras, o antioxidante realiza transferência de hidrogênio para o radical AAPH 

(Dicloridrato de 2,2,azobis ou 2-metilpropionamida) em excesso, impedindo o ataque 

do radical à fluoresceína por determinado tempo. Em vista disso, conforme os 

compostos antioxidante são consumidos, a fluoresceína é oxidada, deixando de emitir 

fluorescência (ZULUETA et al., 2009; CRUZ, 2013). 
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 Os compostos presentes em matrizes alimentícias de origem vegetal têm 

diferentes atividades antioxidantes. Volp e colaboradores (2008) descreveram que os 

compostos fenólicos são efetivos doadores de hidrogênio e que a capacidade 

antioxidante dependente do número e da posição dos grupamentos hidroxilas e sua 

conjugação. As antocianinas têm conhecida capacidade antioxidante, devido a sua 

estrutura química, que é capaz de doar elétrons ou átomos de hidrogênio para radicais 

livres. A presença de hidroxilas nos carbonos 3 e 4 do anel B aumentam estabilidade ao 

radical formado e as hidroxilas livres em C3 do anel C e C5 do anel A, junto do grupo 

carbonila em C4 são doadores de elétrons. Contudo, a presença de açúcares na molécula 

minimiza a atividade oxidante.  

 

3.4. Métodos de extração de compostos bioativos 

 

A recuperação de compostos bioativos pode ser realizada através de diferentes 

métodos de extração. As técnicas clássicas para a extração a partir de matrizes vegetais 

são baseadas na escolha do solvente, juntamente com o uso de calor e/ou agitação. Um 

dos procedimentos de extração mais utilizados é a agitação mecânica, além de outros 

como por Soxhlet, hidrodestilação e maceração.  

Para a extração de compostos fenólicos presentes em uva, solventes como 

metanol, etanol, acetona e água têm sido os mais utilizados, sendo o metanol de maior 

capacidade de extração de fenólicos. Para a extração de pigmentos, o solvente orgânico 

é combinado geralmente com ácido clorídrico, uma vez que o pH da solução de 

extração também afeta a recuperação de fenólicos. Contudo, o HCl é corrosivo, e deve 

ser substituído por ácidos mais fracos, principalmente na área de alimentos, podendo-se 

optar pela utilização de ácido cítrico, entre outros (WANG e WELLER, 2006; LOPES 

et al., 2007; FONTANA et al., 2013; DROSOU et al., 2015). 

Além do solvente, outros fatores exercem influência na extração, como 

temperatura, razão sólido-líquido, tamanho de partícula, tempo de extração, dentre 

outros (BUCIĆ-KOJIĆ et al., 2009). 

É bem conhecido que os compostos fenólicos existem tanto em formas livres 

como ligadas em células vegetais, e que os compostos fenólicos livres são extraíveis em 

solventes aquosos e orgânicos ou suas misturas, enquanto que os fenólicos ligados não 

são facilmente extraídos, sendo necessário adicionar outras etapas de extração, como 
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por exemplo hidrólise ácida, básica ou tratamento enzimático (PÉREZ-JIMÉNEZ e 

TORRES, 2011; SU et al., 2014). 

A extração convencional compreende técnicas de extração sólido-líquido que 

dependem geralmente de solventes orgânicos e estes podem apresentar problemas, 

como toxicidade, transformação química de extratos e potencial poluição ambiental 

devido a grandes volumes de solvente orgânico utilizado. Ademais, estas técnicas 

podem possuir outras desvantagens, como a perda de compostos devido à hidrólise e 

oxidação durante a extração, assim como tempo de extração prolongado, já que muitas 

vezes a extração convencional é limitada pelas resistências à transferência de massa de 

ambas as fases (GHAFOOR et al., 2009; PINGRET et al., 2013; GONZÁLEZ-

CETENO et al., 2014; DROSOU et al., 2015).  

 Diante dessas desvantagens, buscam-se métodos mais sustentáveis, em que o 

consumo de solventes e o tempo de extração sejam minimizados e o rendimento de 

extração aumentados. Um destes solventes é o etanol, que é um solvente mais barato, 

biologicamente seguro (de acordo com a definição da US Food and Drug 

Administration, FDA, 2004), além de ser preferível no caso de utilização posterior em 

alimentos (NAWAZ et al., 2006; BARBA et al., 2016). 

No estudo de Rockenbach et al. (2008) sobre a influência do solvente na 

extração de fenólicos e antocianinas, demonstrou-se que dentre as misturas etanol/água, 

a porcentagem que melhor extraiu os compostos fenólicos foi a de 50%, enquanto para 

antocianinas, de 50% e 70%. Resultados similares foram observados nos trabalhos de 

Nawaz et al. (2006), de Bucić-Kojić et al. (2009) e de Simić et al. (2016), que 

conseguiram obter extratos fenólicos com bom rendimento utilizando etanol 50% em 

água.  

Buscando aprimorar o desempenho das extrações convencionais, superando 

alguns dos problemas encontrados, surgiram tecnologias inovadoras ou não-

convencionais, como aplicação de campos elétricos pulsados, extração assistida por 

ultrassom, assistida por micro-ondas, processamento por alta pressão, extração com 

fluido supercrítico e acelerada por solvente. Todas estas tecnologias visam 

evitar/minimizar o uso de solventes orgânicos, reduzir o tempo de tratamento, diminuir 

a temperatura de processamento, intensificar o processo de transferência de massa, 

aumentar os rendimentos de extração e/ou reduzir consumo de energia (WANG e 

WELLER, 2006; FONTANA et al., 2013; BARBA et al., 2016). 

 



41 

 

3.5. Extração assistida por Ultrassom 

 

A aplicação do ultrassom é uma alternativa conveniente às extrações 

convencionais, porque pode aumentar a eficiência de extração de compostos em uma 

única extração, reduzindo consideravelmente o tempo de processo (FONTANA et al., 

2013). 

O ultrassom é uma onda mecânica que apresenta frequências maiores que 20 

kHz, valor superior ao limite da audição humana. Na extração assistida por ultrassom, 

geralmente são usadas frequências entre 20 e 100 kHz. Este tipo de ultrassom se 

diferencia do ultrassom diagnóstico, que faz uso de frequências acima de 2 MHz e até 

10 MHz, com aplicação na medicina e em processamento de materiais. Estas ondas 

propagam-se em meios sólidos, líquidos e gasosos. Um dos fenômenos gerados pela 

propagação do ultrassom em meios líquidos é a cavitação (WANG e WELLER, 2006; 

CRAVOTTO e CINTAS, 2006; CHEMAT et al., 2017). 

As forças de cavitação resultantes da aplicação de ultrassom ocorrem pela 

implosão de microbolhas que são formadas devido a oscilações de pressão 

(compressões e rarefações alternadas) causadas pela passagem das ondas acústicas no 

meio líquido. Essas microbolhas formadas crescem até atingirem tamanho instável e 

colapsarem, como ilustrado na Figura 13 (CRAVOTTO e CINTAS, 2006; 

GONZÁLEZ-CENTENO et al., 2014; BARBA et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fenômeno de cavitação. 

Fonte: Barba et al. (2006). 
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A implosão/colapso gera rápida compressão adiabática dos gases e vapores 

dentro das bolhas ou cavidades e, como consequência, altas temperaturas e pressões são 

produzidas. Isso gera a ruptura das paredes celulares das plantas, facilitando o acesso ao 

conteúdo celular, o aumento da solubilidade do analito, a penetração de solvente na 

matriz de amostra e a maior superfície de contato entre a fase sólida e líquida, devido a 

maior transferência de calor e massa, obtendo como resultado uma melhor extração 

(GHAFOOR et al., 2009; CASAZZA et al., 2010; GONZÁLEZ-CENTENO et al., 

2015; BARBA et al., 2016). 

Em comparação com métodos convencionais, o ultrassom apresenta várias 

vantagens, como menor tempo de processo, maior penetração e baixo consumo do 

solvente, maior rendimento, boa reprodutibilidade, possibilidade de utilização de 

solventes alternativos mais econômicos e mais seguros para o ambiente e para a saúde. 

Com todas estas vantagens, a aplicação do ultrassom em escala industrial pode 

representar ganhos econômicos valiosos. Assim, esta tecnologia pode ser facilmente 

implementada para melhorar a eficiência de extração de compostos fenólicos, tais como 

flavonoides, flavonóis, além de açúcares, minerais e carotenoides (VILKHU et al., 

2008; PINGRET et al., 2013; BARBA et al., 2016). 

Por se tratar de uma onda mecânica, suas características, como frequência, 

comprimento de onda e amplitude, podem influenciar a cavitação acústica e, portanto, a 

extração dos compostos de interesse, acarretando no interesse em otimizar todas essas 

variáveis de processo para a melhor utilização de energia, tempo, matéria-prima e/ou 

solvente (GONZÁLEZ-CENTENO et al., 2015; CHEMAT et al., 2017).  

Os equipamentos de ultrassom mais utilizados são o banho de ultrassom e a 

sonda ultrassônica. O banho ultrassônico é o tipo mais comum, e geralmente consiste 

em um tanque de aço inoxidável com um ou mais transdutores, que funcionam a uma 

frequência de cerca de 40 kHz e que podem ser equipados com controle de temperatura. 

Estes são equipamentos mais baratos, facilmente disponíveis e podem tratar um grande 

número de amostras simultaneamente. No entanto, em comparação com o ultrassom 

com sonda, apresentam baixa reprodutibilidade, trabalham com baixas potências e 

aplicam sonicação de forma indireta, havendo perda de energia. As sondas ultrassônicas 

trabalham com frequências variadas e usam o transdutor ligado à sonda que é imerso no 

reator, resultando no emprego direto do ultrassom no meio de extração, havendo perda 

mínima de energia. Além disso, trabalham com altas potências e fornecem alta 

intensidade de energia em uma área pequena, o que pode trazer aumento na temperatura 
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do sistema e, consequentemente, maiores rendimentos de extração (PINGRET et al., 

2013; VINATORU, 2015; CHEMAT et al., 2017). 

 

3.6. Microencapsulação por spray drying 

             

A microencapsulação é uma alternativa de proteção aos compostos que se 

degradam facilmente devido a condições adversas como altas temperaturas, presença de 

luz, oxigênio, entre outros. O intuito deste processo é aprisionar uma substância 

(material do núcleo ou agente ativo) dentro de outro material (revestimento, escudo ou 

material de suporte/parede), formando pequenas partículas, seladas, que podem liberar 

seu conteúdo a taxas controladas em condições específicas. Esta técnica visa prolongar 

a vida útil do produto, protegendo os componentes ativos contra a degradação durante o 

armazenamento e/ou processamento e mantendo a funcionalidade, além de mascarar 

flavours, odores ou sabores indesejados (DESAI e PARK, 2005; CELLI et al., 2015). 

A microencapsulação por spray drying é o método mais comumente utilizado na 

indústria de alimentos. Esta técnica baseia-se na secagem por atomização, que é um 

processo contínuo, simples e rápido no qual um líquido é transformado em um produto 

em pó após um período de secagem relativamente curto, resultando em partículas 

geralmente bastante estáveis ao armazenamento. O processo envolve a atomização do 

líquido em um compartimento que recebe um fluxo de ar quente, de modo que a 

evaporação rápida da água mantém baixa a temperatura das partículas. Portanto, esta 

técnica permite a secagem de produtos sensíveis ao calor (produtos alimentares, 

biológicos e farmacêuticos), sem afetar drasticamente a sua qualidade (RÉ, 1998; 

DAVIDOV-PARDO et al., 2013). 

A Figura 14 ilustra o processo da secagem por atomização no spray dryer. 
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Figura 14: Esquema do spray dryer. 

Fonte: Adaptado de Peng et al. (2017). 

 

Os agentes encapsulantes mais utilizados na indústria alimentar são os 

carboidratos (como maltodextrina, goma arábica, amido modificado ou quitosana), 

lecitina e certas proteínas tais como derivados de gelatina e proteínas lácteas 

(MORENO et al., 2016). 

A maltodextrina é o material mais utilizado devido a sua solubilidade em água e 

baixa viscosidade mesmo em soluções concentradas. Sua estrutura é composta por 

múltiplas unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas do tipo α (1→4). Estas 

são classificadas por seu equivalente de dextrose (DE – dextrose equivalente), uma 

medida do grau de hidrólise do polímero de glicose às suas unidades monoméricas 

constituintes e, portanto, estão disponíveis em diferentes pesos moleculares. A 

maltodextrina tem por característica sabor suave ou apenas moderadamente doce, 

apresentando boa relação entre custo e eficácia, apesar da sua capacidade de emulsão 
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limitada e ter baixa retenção de compostos voláteis (SILVA et al., 2014; 

ANANDHARAMAKRISHNAN e ISHWARYA, 2015; MORENO et al., 2016). 

As proteínas também têm sido utilizadas na microencapsulação de materiais, 

como: mel (SHI et al., 2013), molho de soja (WANG et al., 2013), extrato de fruta 

Garcinia (EZHILARASI et al., 2014), suco de uva (MOSER et al., 2017a), extrato de 

bagaço de uva (MORENO et al., 2016), entre outros. 

A escolha de proteínas como agentes encapsulantes pode ser devido aos 

diferentes grupos químicos presentes, suas propriedades anfifílicas, bem como sua 

capacidade de auto-associar e interagir com vários tipos de substâncias, seu alto peso 

molecular e flexibilidade da cadeia molecular. As proteínas possuem excelentes 

propriedades como viscosidade, emulsificação e capacidade de formação de filme, além 

de apresentar boa recuperação do pó (GALLO et al., 1998; 

ANANDHARAMAKRISHNAN e ISHWARYA, 2015; MOSER et al., 2017a). 

Sabe-se que algumas proteínas podem formar complexos com compostos 

fenólicos, podendo acarretar em mudanças nas propriedades estruturais, funcionais e 

nutricionais de ambos os compostos. Estas interações podem ser reversíveis e 

irreversíveis dependendo do pH, da temperatura e do tipo e concentração de proteínas e 

fenólicos. Contudo, o mecanismo de como as proteínas influenciam os fenólicos ainda 

não é completamente conhecido. Além disso, há relatos de que as proteínas diminuem 

significativamente a capacidade antioxidante em geral, mas há alguns resultados 

controversos que podem estar relacionados às diferenças nas técnicas analíticas 

realizadas nesses estudos (ARTS et al., 2002; OZDAL et al., 2013). Dessa forma, o uso 

de proteínas como agentes encapsulantes na microencapsulação de compostos fenólicos 

pode representar uma alternativa visando à maior preservação destas substâncias. 

A combinação de proteínas e carboidratos já mostrou ter excelentes propriedades 

para microencapsulação, favorecendo a proteção de compostos bioativos e apresentando 

boas propriedades de secagem (NESTERENKO et al., 2013 citado por MOSER et al., 

2017a; EZHILARASI et al., 2014). 

Davidov-Pardo et al. (2013) testaram maltodextrina, zeína e goma mesquita, 

bem como suas misturas, como agentes encapsulantes para microencapsular, por spray 

drying, polifenóis de extrato de semente de uva. Eles observaram que as duas 

combinações de agentes encapsulantes mais convenientes para encapsular foram 44% 

goma mesquita-56% zeína e 34% maltodextrina-66% zeína. 
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Rajabi et al. (2015) estudaram a microencapsulação de extrato de açafrão, 

também por spray drying, com misturas de maltodextrina, goma arábica e gelatina 

como agentes encapsulantes.  Os autores observaram que a estabilidade dos compostos 

bioativos de açafrão aumentou à medida que a quantidade de gelatina diminuiu em sua 

mistura com maltodextrina e goma arábica, escolhendo como melhor relação m/m de 

0,94: 0,05: 0,01 da mistura. 

Em 2016, Moreno e colaboradores utilizaram maltodextrina, isolado de proteína 

de soro de leite e isolado de proteína de ervilha para formular um extrato de bagaço de 

uva enriquecido com polifenol por spray drying. Eles notaram que ambas as proteínas 

apresentaram desempenho satisfatório, particularmente em proporções muito baixas 

(razão agente encapsulante/extrato 0,1:1), superando a maltodextrina, maximizando o 

teor de fenólicos totais e antocianinas, bem como a atividade antioxidante por ORAC. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O procedimento prático foi realizado nas Plantas Piloto de Operações Unitárias e 

no Laboratório de Cromatografia Líquida da Embrapa Agroindústria de Alimentos. 

 

4.1. Material 

 

Foram utilizados resíduos da uva Syrah, provenientes do processo de produção 

de espumantes, que são os produzidos em maior volume na região do Semiárido. O 

resíduo foi fornecido pela Vinícola Ouro Verde, do grupo Miolo, localizada no Vale do 

São Francisco, município de Casa Nova na Bahia. 

 

4.2. Preparo da amostra 

 

O bagaço foi seco a 45ºC em secador de bandejas, durante 24 horas, e em 

seguida, separado em casca e semente, em uma despolpadeira Bonina 0,25 df (Itabuna, 

Bahia). A casca foi então moída em moinho de martelo Mill 3000, sendo reduzida a 

uma “farinha” com diâmetro de partícula médio de 270,8 ± 26,4 m. 

A casca moída foi caracterizada em relação ao perfil de ácidos fenólicos, 

flavonoides não antociânicos, antocianinas, quanto ao teor de antocianinas monoméricas 

por pH diferencial, de compostos fenólicos por Folin-Ciocalteu e atividade antioxidante 

por ABTS e ORAC. 

 

4.3. Extração dos compostos fenólicos 

 

A extração dos compostos fenólicos do bagaço de uva foi realizada utilizando-se 

uma sonda ultrassônica UIP1000hdT (Hielscher, Alemanha) com frequência de 20 kHz, 

fixando-se o tempo de extração em 3 minutos, em sistema batelada de 40 mL. Como 

solvente, utilizou-se solução hidroetanólica 50% (v/v) (NAWAZ et al.., 2006, BUCIĆ-

KOJIĆ et al., 2009; SIMIĆ et al., 2016). A temperatura inicial de operação foi de 26 ± 2 

°C. Após o tratamento, os extratos obtidos foram filtrados sob vácuo em papel de filtro 

qualitativo para as determinações analíticas Quanty® (J.PROLAB, Paraná, Brasil). 

O efeito das condições de processo foi analisado de acordo com um 

delineamento composto central rotacional 23 com triplicata no ponto central. Os fatores 
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avaliados foram a potência de ultrassom (1000 a 3000 W/L), a razão sólido:líquido (1:5 

a 1:15) e a porcentagem de ácido cítrico adicionado à solução (0 a 3%), conforme a 

Tabela 2, totalizando 17 ensaios (Tabela 3). As respostas avaliadas foram o teor de 

compostos fenólicos totais, de antocianinas totais e a atividade antioxidante pelos 

métodos ABTS e ORAC.  

 

Tabela 2: Condições do delineamento composto central rotacional 

Níveis Potência (W/L) % Ácido Razão S:L 

-1,68 1000 0 1:5 

-1,0 1400 0,6 1:7 

0 2000 1,5 1:10 

+1,0 2600 2,4 1:13 

+1,68 3000 3,0 1:15 
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Tabela 3: Condições de extração dos 17 ensaios do planejamento experimental 

Ensaios Potência (W/L) % Ácido 
Razão 

S:L 

1 1400 0,6 1:7 

2 2600 0,6 1:7 

3 1400 2,4 1:7 

4 2600 2,4 1:7 

5 1400 0,6 1:13 

6 2600 0,6 1:13 

7 1400 2,4 1:13 

8 2600 2,4 1:13 

9 1000 1,5 1:10 

10 3000 1,5 1:10 

11 2000 0 1:10 

12 2000 3,0 1:10 

13 2000 1,5 1:5 

14 2000 1,5 1:15 

15 2000 1,5 1:10 

16 2000 1,5 1:10 

17 2000 1,5 1:10 

 

 

4.4. Microencapsulação dos extratos por spray drying 

 

Como agentes encapsulantes no processo de microencapsulação foram 

utilizados: maltodextrina 5 DE Globe® 1805 (Corn Products, São Paulo, Brasil), gelatina 

sem sabor Royal® (Kraft Foods Global Brands, Paraná, Brasil), isolado proteico de soro 

de leite Alibra® (Alibra Ingredientes, São Paulo, Brasil) e goma arábica Instantgum 

BA® (Colloides Naturels, São Paulo, Brasil). 

Os processos de secagem por spray drying foram realizados em escala 

laboratorial utilizando-se o spray-dryer da marca Büchi, modelo B190 (Flawil, Suíça). 
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A temperatura de entrada foi controlada em 165 ± 2 °C e a temperatura de saída foi de 

aproximadamente 90 ± 2 °C. 

O extrato foi microencapsulado por spray drying utilizando quatro tipos de 

agente encapsulante no processo de microencapsulação: maltodextrina, maltodextrina 

com gelatina (1:1), maltodextrina com goma arábica (1:1) e maltodextrina com isolado 

proteico de soro de leite (1:1), com 20% de agente encapsulante. 

A retenção de antocianinas totais e monoméricas e compostos fenólicos totais foi 

estimada a partir dos dados em base seca de acordo com a equação a seguir (1), 

considerando uniformidade do material encapsulado. 

 

𝑅𝑒𝑡𝑒𝑛çã𝑜 (%) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑎𝑠 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑝ó

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑎𝑠 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑓𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎çã𝑜
 𝑥 100 (1) 

 

4.5. Métodos analíticos 

 

4.5.1. Análise de antocianinas monoméricas por pH diferencial 

 

A determinação do teor de antocianinas monoméricas das amostras foi realizada 

pela metodologia de pH diferencial conforme Giusti e Wrolstad (2001), com 

modificações para as amostras de difícil solubilização. 

Cada amostra foi pesada e avolumada com tampões de pH 1,0 (solução de 

cloreto de potássio acidificada com HCl) e de pH 4,5 (solução de acetato de sódio 

acidificada com HCl). Foi feita homogeneização em vórtex por 10 s. Os balões ficaram 

em repouso por 25 min, e as amostras contendo partículas em suspensão foram filtradas 

em papel de filtro quantitativo Quanty® (J.PROLAB, Paraná, Brasil). As amostras de 

difícil solubilização nos tampões foram aquecidas em banho maria, a 50°C, por cerca de 

10 minutos. Decorridos 30 minutos da adição do tampão, realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro (Micronal, modelo AJX 3002 PC, São Paulo, São Paulo) nos 

comprimentos 520 nm e 700 nm. 

O teor de antocianinas monoméricas foi calculado de acordo com a Equação (2): 

 

Abs = (Abs520 – Abs700) pH 1,0 - (Abs520 – Abs700) pH 4,5 (2) 

C expresso em malvidina 3 glicosídeo (mg/L) – (Abs x PM x FD x 1000) / ε 
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Onde: 

PM = Peso molecular da malvidina-3-glicosídeo = 493,4 g/mol 

FD = fator de diluição 

ε = Absortividade molar da malvidina-3-glicosídeo = 28000 M-1cm-1. 

 

Os cálculos foram feitos considerando-se a malvidina-3-glicosídeo como a antocianina 

principal da amostra. 

 Esta análise foi realizada para os extratos obtidos nas diferentes condições de 

extração do planejamento experimental, para o extrato obtido com a condição de 

extração escolhida de acordo com respostas avaliadas (melhor condição) e para os 

extratos microencapsulados com os diferentes agentes encapsulantes. 

 

4.5.2. Análise de compostos fenólicos pelo método de Folin-Ciocalteu 

 

A análise de fenólicos totais foi realizada pelo método espectrofotométrico 

proposto por Singleton e Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005). Os 

compostos fenólicos foram quantificados por uma curva analítica de ácido gálico de 

diferentes concentrações (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L) e o teor de fenólicos totais 

foi expresso em mg de ácido gálico equivalente (AGE) / 100g de amostra. 

As amostras líquidas foram diluídas com o solvente utilizado na extração, a fim 

de obter os valores de absorvância aproximados aos observados na curva analítica; já as 

amostras em pó foram extraídas com acetona 7% por 30 min, sob agitação magnética. 

As amostras de difícil solubilização foram colocadas em banho maria, a 50 °C, por 5 

min. 

Foram pipetados 500 µL do extrato a ser analisado em um tubo de ensaio. 

Adicionou-se ao tubo 2,5 mL de solução de Follin-Ciocalteu 10%, deixando à 

temperatura ambiente por 2 min. Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL de solução 

de carbonato de sódio 7,5%. Agitou-se em vortex e levou-se ao banho-maria a 50º C por 

15 min. Os tubos foram retirados e colocados em banho de gelo por 30 segundos. Foi 

realizada então a absorvância da solução. 

As leituras de absorvância foram realizadas em espectrofotômetro (Shimadzu® 

UV-1800, Kyoto, Japão) em cubetas de vidro com 1 cm de caminho óptico a 760 nm. 

Assim como a análise de antocianinas, esta análise foi realizada para os extratos 

obtidos nas diferentes condições de extração do planejamento experimental, para o 
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extrato obtido com a condição de extração escolhida de acordo com respostas avaliadas 

(melhor condição) e para os extratos microencapsulados com os diferentes agentes 

encapsulantes. 

 

4.5.3. Determinação da atividade antioxidante pelo método ABTS 

 

A capacidade de sequestro dos radicais ABTS•+ das diferentes amostras foi 

determinada pela metodologia de Re et al (1999). 

Assim como para a análise de fenólicos totais, as amostras líquidas foram 

diluídas no solvente em que foram extraídas, enquanto que as amostras em pó foram 

diluídas diretamente em solução de acetona 7% em água. 

O preparo do radical ABTS•+ foi realizado adicionando-se 5 mL da solução 

7mM de ABTS em água destilada e 88 μL de solução de persulfato de potássio (K2SO5) 

140mM em um frasco âmbar, que permaneceu fechado, ao abrigo de luz e à temperatura 

ambiente por no mínimo 14 horas, para formação e estabilização do radical ABTS•+. 

Esta solução concentrada de ABTS•+ foi diluída em etanol 95% até alcançar absorvância 

de 0,700 ± 0,020 à 734nm. 

A curva analítica de Trolox foi construída com soluções nas concentrações de 

100, 500, 1000, 1500 e 2000 μM em etanol 95%, na proporção de 1:100, por 6 min, ao 

abrigo de luz e à temperatura ambiente, com absorvância lida a 734 nm. Em cada ensaio 

foi feito um branco, com etanol 95% na mesma proporção. 

A atividade antioxidante dos extratos analíticos foi quantificada da mesma 

forma, ou seja, 30 μL do extrato analítico e 3,0 mL da solução etanólica de ABTS•+ 

foram homogeneizadas em vórtex, conservadas ao abrigo de luz, à temperatura 

ambiente e as absorvâncias lidas em espectrofotômetro (Shimadzu® UV-1800, Kyoto, 

Japão) a 734nm, após 6 minutos da adição da solução do radical. A análise foi realizada 

em triplicata e os resultados expressos em mol Trolox Equivalente/g.  

Análise realizada para os extratos obtidos nas diferentes condições de extração 

do planejamento experimental, para o extrato obtido com a condição de extração 

escolhida de acordo com respostas avaliadas (melhor condição) e para os extratos 

microencapsulados com os diferentes agentes encapsulantes. 
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4.5.4. Determinação da atividade antioxidante pelo método ORAC 

 

A determinação da atividade antioxidante das diferentes amostras por ORAC 

(Oxygen Radical Antioxidant Capacity) foi realizada de acordo com a metodologia 

descrita por Zuleta et al. (2009). 

Tanto as amostras líquidas quanto as amostras em pó foram diluídas em solução 

tampão fosfato 75 mM pH 7,4 até que a concentração final estivesse entre 20 e 100 μM 

equivalente a Trolox. 

Para a confecção da curva analítica de Trolox foram utilizados os pontos 10, 20, 

40, 60, 80, 100 e 120 μM, obtidos a partir de uma solução estoque de Trolox 500 μM e 

diluídos em solução tampão fosfato 75 mM pH 7,4. 

Foram preparados 50 mL de solução de fluoresceína sódica 78 nM e 10 mL de 

solução 221 mM de radical AAPH (Dicloridrato de 2,2,Azobis (2-metilpropionamida) 

em solução tampão fosfato 75 mM pH 7,4. Estas soluções foram preparadas no dia da 

análise. 

Em uma microplaca preta (Greiner 96 Flat Bottom Black Polystyrol), com a 

solução de fluoresceína 78 nM como referência, foi feita a leitura da fluorescência do 

meio reacional, mostrando a oxidação da fluoresceína. 

A análise foi realizada a 37 °C em leitor de microplaca Tecan modelo Infinite 

200- TWT (Grödig, Austria) com comprimento de onda de excitação de 485 nm e 

comprimento de onda de emissão de 535 nm, com leitura de cima para baixo.  

Na microplaca preta pipetou-se 80 μL das soluções de Trolox ou de extrato 

diluído, e o sistema de injeção do equipamento dispensou 80 μL da solução de 

fluoresceína 78 nM nas posições contendo as amostras e 200 μL nas posições de 

referência da fluorescência. A placa foi agitada e permaneceu no equipamento a 37 °C e 

a leitura da fluorescência das posições de referência foi realizada por dez minutos. O 

branco foi obtido com a solução tampão (80 μL). Após a leitura da fluorescência inicial, 

com o segundo sistema de injeção do equipamento foram dispensados 40 μL da solução 

de AAPH em todas as posições (exceto nas posições de referência) e a leitura da 

fluorescência medida imediatamente e a cada minuto, em modo cinético, até que se 

atingisse uma leitura inferior a 5% da fluorescência inicial. 

A área abaixo da curva (AUC – area under curve) das soluções padrão de 

Trolox, das amostras e do branco foi calculada com o auxílio do programa 

computacional Prisma (GraphPad Software, Califórnia, EUA), através do qual as 
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leituras de fluorescência ao longo do tempo de reação foram plotadas. As diferenças 

entre os valores de AUC das diferentes concentrações de Trolox e AUC do branco 

foram utilizadas para a construção da curva analítica.  

Para a quantificação das amostras, foi utilizada a equação abaixo (3), em que são 

empregados os coeficientes linear e angular, obtidos na curva analítica. 

 

𝑂𝑅𝐴𝐶 (µ𝑚𝑜𝑙 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥. 𝑔−1) =

[(𝐴𝑈𝐶 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑈𝐶 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) − 𝑏]
𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 (3) 

 

onde, 

AUC amostra - área abaixo da curva calculada para a amostra; 

AUC branco - área abaixo da curva calculada para branco; 

b – coeficiente linear; 

a – coeficiente angular; 

Concentração da amostra em solução dada em mg.L-1. 

 

Esta análise foi realizada para os extratos obtidos nas diferentes condições de 

extração do planejamento experimental, para o extrato obtido com a condição de 

extração escolhida de acordo com respostas avaliadas (melhor condição) e para os 

extratos microencapsulados com os diferentes agentes encapsulantes. 

 

4.5.5. Análise de ácidos fenólicos e flavonoides não antociânicos por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência com detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) 

 

A análise dos ácidos fenólicos e flavonoides não antociânicos por CLAE-DAD 

foi realizada para a caracterização do bagaço de uva e para o extrato obtido com a 

melhor condição de extração, escolhida de acordo com respostas avaliadas do 

planejamento experimental. 

Para as análises de caracterização do bagaço por CLAE, a amostra foi peneirada 

em peneira de 150 mesh. 

A extração de ácidos fenólicos e flavonoides foi realizada em duas etapas, a 

partir das modificações propostas por Nascimento (2015), dos métodos descritos a 

seguir. 
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Na primeira etapa de extração, com o intuito de extrair os compostos fenólicos 

livres, utilizou-se a metodologia de Pérez-Jimenéz et al. (2008), com modificações. 

Nesta etapa, se extrai a amostra com solventes polares e apolares, a fim de garantir a 

detecção de compostos fenólicos com polaridades diferentes. A amostra foi pesada em 

tubo de centrífuga de 50 mL e foram adicionados 4 mL de metanol:água (50:50 v/v; pH 

2). Seguidamente foi agitada em agitador magnético à temperatura ambiente por 1h. 

Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min, a 4°C. O sobrenadante 

(denominado sobrenadante 1) foi recolhido e reservado. Ao precipitado, foram 

adicionados 4 mL de acetona:água (70:30; v/v) e as etapas de agitação e centrifugação 

foram repetidas. O sobrenadante 2 foi recolhido e reservado. Ambos os sobrenadantes 

foram misturados na proporção 1:1 e esta mistura foi filtrada em membrana de 0,22 µm, 

acoplada a uma seringa e foi transferida para vial de 1,5 mL para posterior injeção em 

cromatógrafo. 

Com o resíduo gerado na primeira etapa foi realizada a extração dos fenólicos 

hidrolisáveis, empregando o método adaptado de Frighetto e Baccan (2012). Foi 

adicionada uma mistura de 5 mL de solução NaOH 2 M contendo 1% de ácido 

ascórbico e 10 mM de EDTA, para a hidrólise básica, colocando-se em estufa a 60°C 

por 60 minutos. Com a solução ainda quente, foi feita acidificação com 1,5 mL de HCl 

6 M, agitando-se em vórtex por 10 segundos e então deixando-se resfriar até a 

temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi submetida à centrifugação por 10 

minutos a 5000 rpm. Extraiu-se o sobrenadante com acetato de etila (2 vezes, com 6,5 

mL), primeiramente no vórtex por 30 segundos, seguido de 5 minutos no banho de 

ultrassom. As fases orgânicas foram combinadas e evaporadas até secagem sob 

nitrogênio. O resíduo foi retomado em 2 mL da mistura metanol:água (80:20), levado ao 

banho de ultrassom por 5 minutos e filtrado através de membrana de 0,22 µm, acoplada 

a uma seringa e foi realizada então a análise cromatográfica. 

Para o extrato ultrassônico, alíquotas foram secas em ar comprimido e 

solubilizadas em metanol 80% em água e procedeu-se a análise cromatográfica. 

 

4.5.5.1. Condições cromatográficas para determinação de ácidos fenólicos e 

flavonoides não antociânicos por CLAE-DAD 

 

A análise cromatográfica foi realizada em Cromatógrafo Líquido de Alta 

Eficiência Waters® Alliance modelo 2690/5 (Milford, USA), com detector de arranjo de 



56 

 

fotodiodos Waters® modelo 2996 (varredura 210 a 600 nm, com quantificação em 270; 

310 e 370 nm). O método baseia-se na separação cromatográfica em coluna de fase 

reversa (C18, Thermo BDS HYPERSIL, 100 mm x 4,6 mm e 2,4 μm) a 40ºC, em modo 

de eluição por gradiente (Tabela 4) de ácido fosfórico 1,5 mL.L-1 em água e acetonitrila, 

com fluxo de 1,0 à 1,2 mL.min-1, volume de injeção de 5 µL e tempo de corrida de 30 

min. 

 

Tabela 4: Gradiente de eluição da fase móvel para separação de ácidos fenólicos e flavonoides. 

Tempo de corrida 

(minutos) 

% Ácido fosfórico 1,5 

mL/L em água 
% Acetonitrila 

0 95 5 

6 95 5 

8 88 12 

12 88 12 

18 80 20 

22 70 30 

23 40 60 

25 40 60 

26  95 5 

30 95 5 

 

 

4.5.5.2. Quantificação dos ácidos fenólicos e flavonoides não antociânicos 

 

A quantificação dos ácidos fenólicos e flavonoides foi realizada por 

padronização externa através da construção de curvas analíticas a partir de padrões 

analíticos comerciais, os quais foram dissolvidos em metanol 80% em água. Na Tabela 

5 estão apresentadas as equações da reta e os coeficientes de determinação (R²) das 

curvas analíticas preparadas para cada substância. 
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Tabela 5: Equações da reta e coeficientes de determinação das curvas analíticas 

Substância Equação da reta R² 

Ácido gálico Y=1,28x107 x – 5,13x104 0,9999 

Ácido protocatecuico Y=1,85x107 x – 5,71x104 0,9999 

Ácido vanílico Y=9,77x106 x  0,9950 

Ácido siríngico Y=1,14x107 x 0,9951 

Ácido p-cumárico Y=3,33x107 x 0,9979 

Ácido elágico Y=7,28x106 x –2,48x104 0,9999 

Catequina Y=2,34x106 x 0,9955 

Epicatequina Y=2,17x106 x 0,9977 

Rutina Y=6,12x106 x – 4,39x104 0,9999 

Miricetina Y=1,54x107 x 0,9977 

Quercetina Y=1,67x107 x – 6,80x104 0,9999 

Kaempferol Y=1,11x107 x  0,9979 

Isorhamnetina Y=9,76x107 x 0,9979 

 

4.5.6. Análise de antocianinas monoméricas por CLAE-DAD 

 

A análise de antocianinas foi aplicada na caracterização do bagaço de uva e 

para o extrato obtido com a condição de extração escolhida de acordo com respostas 

avaliadas do planejamento experimental. 

O método de extração de antocianinas foi realizado de acordo com Santiago et al. 

(2010). As amostras foram pesadas em tubos com tampa de rosca e extraídas 

adicionando-se 2 mL de ácido fórmico 10% em metanol, com agitação por 1 min em 

vórtex, utilizando banho de ultrassom por 10 min. Posteriormente, a amostra foi 

centrifugada a 6000 rpm por 10 min (20oC) e o sobrenadante foi transferido para um 

balão volumétrico de 10 mL. A extração foi repetida até que a coloração do 

sobrenadante não tivesse alteração característica de antocianinas. Em seguida, 

avolumou-se o balão para 10,0 mL com ácido fórmico 10% em MeOH e agitou-se o 

mesmo. Uma alíquota do extrato foi microcentrifugada (14000 rpm por 5 minutos) e 

evaporada. O extrato seco foi solubilizado com solução de MeOH 10% em ácido 

fórmico 5% (solução de injeção), transferido para vial e a amostra foi injetada no 

cromatógrafo. 
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Já para a análise cromatográfica do extrato ultrassônico, alíquotas do extrato 

líquido foram concentradas por cartucho (Sep-Pak C18 Waters®), em que as antocianinas 

ficam retidas no cartucho e são retiradas com o auxílio de solução de ácido fórmico 

10% em MeOH, esta solução contendo as antocianinas foi seca e, em seguida, foi 

realizada solubilização em MeOH 10% em ácido fórmico 5% para a injeção da amostra 

no cromatógrafo. Procedeu-se então análise cromatográfica. 

 

4.5.6.1. Condições cromatográficas para determinação de antocianinas 

monoméricas por CLAE-DAD 

 

A análise cromatográfica foi feita de acordo com a metodologia descrita por 

Gouvêa et al. (2015), com modificações, em Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

Waters® Alliance modelo 2690/5 (Milford, USA), detector de arranjo de fotodiodos 

Waters® modelo 2996 (varredura 210 a 600 nm, com quantificação em 520 nm) e os 

compostos identificados por comparação do tempo de retenção, dos espectros de UV e 

espectros de massa acurada dos padrões. O método baseia-se na separação 

cromatográfica em coluna de fase reversa (coluna C18, Thermo BDS Hypersil, 100 mm 

x 4,6mm e 2,4μm) a 40ºC em modo de eluição por gradiente (Tabela 6), com fase móvel 

ácido fórmico 5% em água e acetonitrila, com fluxo de 1,0 mL.min-1, volume de injeção 

de 20µL e tempo de corrida de 35 min. 

 

Tabela 6: Gradiente de eluição da fase móvel para separação de antocianinas 

Tempo de corrida 

(minutos) 

Ácido fórmico 5% em 

água 
Acetonitrila 

0 95 5 

2 93 7 

10 90 10 

15 87 13 

16 85 15 

20 83 17 

30 80 20 

33 95 5 

35 95 5 
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4.5.6.2. Cálculo da concentração de cada antocianina na amostra 

 

Todas as antocianinas foram calculadas utilizando a curva analítica da 

malvidina, já que esta foi a antocianina majoritária nas amostras. A equação da reta da 

curva analítica da malvidina foi: Y=5,36x107 x – 5,08x103
., R2=0,9993. 

A concentração de cada antocianina presente na amostra foi calculada pela 

equação (4): 

 

𝑚𝑔. 100𝑔−1 𝑜𝑢 𝑚𝑔. 100𝑚𝐿−1 =
(á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑖𝑐𝑜 − 𝑏)𝑥 𝐹𝐷

𝑎 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑜𝑢 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 (4) 

 

Onde: b = Coeficiente Linear (intercessão) 

           a = Coeficiente angular (inclinação) 

           FD = Fator de diluição  

 

4.5.6.3. Isolamento e identificação das antocianinas de interesse 

 

O isolamento das substâncias de interesse foi feito de acordo com a metodologia 

descrita por Gouvêa et al. (2012). Para duas antocianinas majoritárias foram realizadas 

sucessivas coletas de cada pico de interesse, automaticamente, com o auxílio de válvula 

Rheodyne®, com seis canais, conectada a saída do detector (DAD). Através do software 

Empower® a válvula foi programada para direcionar a saída do detector para o canal 

desejado assim que a antocianina de interesse começasse a ser eluída, voltando à 

programação para o canal referente ao descarte (lixo) ao final da eluição da antocianina. 

Cada solução contendo a antocianina isolada foi purificada em cartucho Sep-Pak 

C18, da marca Waters® (Milford, USA), previamente acondicionado com 5,0 mL da 

solução de ácido fórmico/metanol 10:90, v/v. Após a saturação do cartucho usando 

extrato de antocianina isolada, este foi lavado com 10,0 mL de solução de água Milli-

Q/ácido fórmico 99,9/0,1, v/v. Em seguida foi feita a lavagem do cartucho e as 

antocianinas foram eluídas com 2 mL de metanol. 

Cada antocianina isolada foi identificada por espectrometria de massas, 

conforme o método de Gouvêa e colaboradores (2014), utilizando o sistema Synapt da 

marca Waters® (Milford, USA), com inserção direta da amostra. Este sistema é 

composto pelos analisadores quadrupolo ortogonal e tempo de voo (Q-TOF, em inglês, 
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Quadrople Time of Fligth) de alta resolução, que fornece a massa exata com precisão 

até a quarta casa decimal, assim é possível identificar substâncias de maneira mais 

exata. A fonte de ionização utilizada foi electrospray em modo positivo (ESI) com as 

seguintes condições: temperatura da fonte de 120ºC, gás de dissolvatação (N2) com 

fluxo de 5 L.min-1 e temperatura de 500ºC, energia de capilar de 3,0 kV, energia do 

cone de amostragem de 25 V e energia de colisão de 8,0 V. 

 

4.5.7. Análise estatística  

 

A Análise de Variânca (ANOVA), o teste de falta de ajuste, a determinação dos 

coeficientes de regressão e a obtenção das superfícies de resposta foram realizadas com 

o auxílio do software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, USA). 

As amostras microencapsuladas foram avaliadas pelo teste de comparação de 

médias através do teste de Tukey e análise de variância ANOVA ao nível de 5% de 

significância (p<0,05), utilizando o software Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, USA). 

Os desvios-padrão, coeficientes de variação, equações da reta, foram calculados 

com auxílio do programa Excel® 2010. 

 

4.6. Caracterização dos extratos microencapsulados 

 

4.6.1. Sólidos Totais e Umidade 

 

A análise do teor de sólidos totais e umidade foi realizada pela metodologia 

A.O.A.C. (2016), utilizando pesa-filtro com areia para o extrato líquido e pesa-filtro 

sem areia para amostras em pó. Esta técnica se baseia na determinação do peso seco 

obtido pela secagem em estufa a vácuo a 60 °C do material de interesse até a obtenção 

de peso constante. Esta análise foi realizada em duplicata. Os valores foram expressos 

em porcentagem de massa. 

 Os cálculos para determinar o teor de sólidos totais e umidade estão expressos 

nas equações (5) e (6), respectivamente. 

 

𝑆ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 (𝑔/100𝑔) =
(𝑃1 − 𝑃2)

(𝑃1 − 𝑃)
𝑥 100 (5) 
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𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (𝑔/100𝑔) =
(𝑃2 − 𝑃)

(𝑃1 − 𝑃)
𝑥 100 (6) 

 

Onde, P= peso do pesa-filtro vazio ou com areia secos; P1= peso em g do pesa-

filtro com amostra seca ou com areia+ amostra úmida; P2= peso em g do pesa-filtro 

com resíduos da amostra após evaporação ou com areia + resíduos após evaporação. 

 

4.6.2. Distribuição do tamanho de partículas 

 

A distribuição do tamanho das partículas foi determinada em um aparelho com 

difração a laser SDC – Microtrac S3500 (Microtrac, Montgomery Ville, USA), 

utilizando isopropanol como meio de dispersão, uma vez que a solubilização das 

partículas não ocorre neste líquido. Uma pequena quantidade de amostra foi dispersa em 

isopropanol e submetida a 3 leituras de distribuição do tamanho de partículas. Foi 

calculado o span da distribuição das partículas, para medir a dispersibilidade. Ele foi 

definido como (D90 - D10/D50), onde D10, D50 e D90 são os diâmetros em 10, 50 e 

90% de volumes cumulativos, respectivamente (ISMAIL et al., 2016).  

 

4.6.3. Morfologia das partículas 

 

O estudo da morfologia das partículas foi realizado por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em stub, suporte metálico, com uma 

fita adesiva de dupla face condutora convencional. As amostras foram então observadas 

em um microscópio eletrônico de varredura (modelo TM 3000, Tabletop Microscope 

Hitachi, Tóquio, Japão), com o programa TM 3000, operando com 15 kV. 

 

4.7. Estabilidade dos extratos microencapsulados 

 

Os extratos microencapsulados foram distribuídos em embalagens metalizadas e 

o extrato líquido foi acondicionado em frasco de vidro âmbar com tampa de rosca, em 

uma câmara com controle de umidade relativa e temperatura (Câmara climática SL- 206 

SOLAB - Piracicaba, Brasil) mantendo-se uma umidade relativa de 50% e temperatura 

de 40ºC, com o intuito de acelerar a degradação dos compostos bioativos. 
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Os extratos foram avaliados semanalmente, durante um mês, quanto aos teores 

de antocianinas monoméricas (item 4.5.1), fenólicos totais (item 4.5.2) e capacidade 

antioxidante pelo método ABTS (item 4.5.3). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Extração por ultrassom 

 

Os resultados obtidos nos 17 experimentos do planejamento experimental estão 

apresentados na Tabela 7.  

 

Tabela 7: Antocianinas monoméricas (AM), compostos fenólicos totais (FT), atividade antioxidante por 

ORAC e ABTS dos extratos obtidos nas diferentes condições do planejamento experimental.  

 
Potência (W) % Ácido Razão S:L 

AM  

(mg.100g-1)* 

FT 

(mg.100g-1)* 

ORAC 

(µmol.g-1)* 

ABTS 

(µmol.g-1)* 

1 1400 0,6 1:07 521±16 6.890±131 275±4 560±110 

2 2600 0,6 1:07 587±48 7.166±39 292±3 680±53 

3 1400 2,4 1:07 572±1 7.281±47 317±3 694±42 

4 2600 2,4 1:07 565±30 7.011±62 294±17 731±75 

5 1400 0,6 1:13 559±32 6.840±45 281±13 527±26 

6 2600 0,6 1:13 639±42 8.216±199 396±3 661±52 

7 1400 2,4 1:13 600±35 6.724±60 281±7 600±26 

8 2600 2,4 1:13 685±11 11.732±126 516±17 914±124 

9 1000 1,5 1:10 516±13 6.498±54 295±5 642±85 

10 3000 1,5 1:10 662±31 9.238±101 388±33 862±66 

11 2000 0 1:10 589±6 7.321±37 299±9 442±37 

12 2000 3 1:10 679±17 9.299±17 375±1 939±110 

13 2000 1,5 1:05 453±6 6.485±40 230±1 724±37 

14 2000 1,5 1:15 623±14 7.958±79 316±10 857±64 

15 2000 1,5 1:10 593±22 8.095±37 267±5 798±62 

16 2000 1,5 1:10 628±8 8.476±89 324±9 912±60 

17 2000 1,5 1:10 615±11 8.221±114 265±5 865±47 

* Média ± desvio padrão, n = 3; Resposta para antocianinas expressa em mg.100g-1 de bagaço, por 

equivalência a malvidina-3-glicosídeo; para compostos fenólicos totais expressa em mg.100g-1 de bagaço, 

por ácido gálico equivalente; para análise de atividade antioxidante por ORAC, em µmol. g-1 de bagaço, 

em trolox equivalente. 
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Os valores de pH das soluções hidroetanólicas utilizadas para extração por 

ultrassom foram medidos. A solução contendo 0,6% ácido cítrico teve pH igual a 

3,06±0,01; a de 1,5% apresentou pH de 2,87±0,02; o pH da solução 2,4% foi de 

2,76±0,01, enquanto a solução contendo 3% de ácido cítrico apresentou pH igual a 

2,71±0,01. 

 

5.1.1. Antocianinas monoméricas 

 

O teor de antocianinas monoméricas presentes nos extratos obtidos por ultrassom 

variou de 453±6 a 685±11 mg mv-3-gli.100 g-1 de bagaço.  

Valores inferiores foram observados por Boonchu e Utama-Ang (2015) na 

extração hidroetanólica (50%) convencional de bagaço de Vitis vinifera (variedade 

conhecida como “Black queen”). Os autores obtiveram um extrato com 139 ± 0,17 

mg.100 g-1 de antiocianinas totais. 

Rockenbach et al. (2011) avaliaram a extração de antocianinas do bagaço de 

quatro variedades de uva, dentre as quais três apresentaram menor teores de 

antocianinas monoméricas, sendo estas a Cabernet Sauvignon, Merlot (ambas Vitis 

vinifera L.) e Isabel (Vitis labrusca L.). A variedade na qual se observou valor superior 

foi a Bordeaux (Vitis labrusca L.), com 1.122 mg.100 g-1 de antiocianinas 

monoméricas. Neste trabalho foi realizada extração com homogeneizador tipo Ultra-

Turrax por uma hora, usando metanol acidificado (0,1% HCl) como solvente. 

Drosou et al. (2015) avaliaram três extratos, um obtido a partir do bagaço de uva 

sem tratamento, outro do bagaço submetido a secagem solar acelerada e um terceiro do 

bagaço submetido a secagem convectiva, obtendo teores de antocianinas totais de 

3.131,2, 2.412,0 e 3.418,8 mg.100 g-1 de extrato seco. 

De acordo com a Análise de Variância (Anexo A), o teste F apresentou resultados 

satisfatórios, tanto para a regressão (F calculado > F tabelado) como para os resíduos (F 

calculado < F tabelado), indicando que o modelo pode ser considerado preditivo.  

A equação codificada obtida para representar o teor de antocianinas monoméricas 

(AM), modelo construído a partir dos parâmetros significativos obtidos pela regressão, 

dentro das faixas estudadas de potência do ultrassom (US), concentração de ácido e 

razão S:L foi: 

 

AM = 567,5 + 31,8 x1 + 18,1 x2 + 35,5 x3 – 23,5 x3
2 (R2 = 0,850) (8) 
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Onde x1, x2 e x3 são a potência do ultrassom, a concentração de ácido e a razão 

S:L, respectivamente. 

 

A Figura 15 apresenta as superfícies de resposta obtidas pelo planejamento 

experimental e permitem verificar a influência da potência de US, da porcentagem de 

ácido e da razão sólido/líquido, sobre o teor de antocianinas monoméricas (AM). 

 

 

(a) (b) (c) 

 

Figura 15: Superfícies de resposta para antocianinas monoméricas nas condições: (a) 1,5% de ácido 

cítrico; (b) 2000 W/L; (c) S:L = 1:10. 

 

De acordo com a Figura 15, maiores níveis de potência de ultrassom (US) 

combinados com o aumento da porcentagem de ácido e/ou do volume de solução foram 

favoráveis para a extração de antocianinas totais assistida por US.  

O aumento na potência do ultrassom acarreta em um aumento nos efeitos de 

cavitação, que em meio líquido ocorre como resultado do ciclo de compressão e 

rarefação de ondas ultrassônicas. Com a cavitação são formadas microbolhas, e o 

número de bolhas depende do número de ciclos de compressão e rarefação gerados, que, 

por sua vez, depende da potência do ultrassom (AL-DHABI et al.,2017). Com a 

implosão das bolhas há maior difusividade do solvente sobre a matriz do material. 

Ademais, a energia de ultrassom induz cavitação acústica, o que promove aumento na 

temperatura e pressão, que, com a fragmentação pela onda de choque, pode aumentar a 

transferência de massa do analito para o solvente (HATJE et al., 2009). Sendo assim, o 

uso desta tecnologia pode acarretar em uma melhor extração das substâncias presentes 

na matriz. 

A relação sólido-líquido influencia substancialmente o rendimento dos 

compostos fenólicos. O princípio da transferência de massa afirma que a taxa de difusão 

dos compostos da amostra para o solvente é diretamente proporcional ao gradiente de 
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concentração, que aumenta com o aumento do volume de solução extratora (AL-

DHABI et al., 2017). Desta forma, conforme observado na Figura 15, o uso de maiores 

volumes de líquido levou à obtenção de uma maior extração de antocianinas.  

Também foi observado que o teor de antocianinas aumentou linearmente com a 

concentração de ácido. A utilização de ácido é comum na extração de antocianinas, já 

que a estabilidade de seu cátion flavílio é maior, principalmente em pH próximo de 2. 

Portanto, o uso de maior proporção de ácido gera diminuição do pH, o que pode 

aumentar a estabilidade e melhorar a extração destes compostos (VALDUGA et al., 

2008). 

 

5.1.2. Compostos fenólicos totais 

 

O teor de compostos fenólicos totais presentes nos extratos obtidos por 

ultrassom variou de 6.485±40 a 11.732±126 mg ácido gálico equivalente (AGE).100 g-1 

de bagaço. 

Estes valores foram consideravelmente maiores que os obtidos por González-

Centeno et al. (2014), utilizando também o ultrassom para extração de bagaço de uva 

Syrah proveniente de espumante rosé. No entanto, os autores realizaram uma extração 

aquosa e utilizaram o bagaço úmido e não triturado (portanto, com menor superfície de 

contato). Além disso, o equipamento utilizado pelos autores foi ultrassom do tipo banho 

enquanto no presente trabalho foi utilizado um ultrassom de ponteira.  

No estudo de Boonchu e Utama-Ang (2015), o extrato obtido na extração 

hidroetanólica (50%) do bagaço de uva em leito agitado apresentou um teor de 

compostos fenólicos totais de 10.179 mg AGE.100 g-1. 

De acordo com a Análise de Variância (Anexo A), o teste F apresentou 

resultados satisfatórios, tanto para a regressão (F calculado > F tabelado) como para os 

resíduos (F calculado < F tabelado), indicando que o modelo pode ser considerado 

preditivo. 

A equação codificada obtida para representar o teor de fenólicos totais (FT), 

modelo construído a partir dos parâmetros significativos obtidos pela regressão, dentro 

das faixas estudadas de potência do ultrassom, concentração de ácido e razão S:L foi: 

FT = 8158,1 + 795,9x1 + 500,3x2 + 566,5x3 – 336,0x3
2 + 371,9x1x2 + 

783,3x1x3 + 381,5x2x3   (R
2 = 0,906) 

(9) 
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Onde x1, x2 e x3 são a potência do ultrassom, a concentração de ácido e a razão 

S:L. 

 

As superfícies de resposta apresentadas na Figura 16 permitem verificar a 

influência das variáveis sobre os teores de compostos fenólicos totais. 

 

   

(a) (b) (c) 

Figura 16: Superfícies de resposta para fenólicos totais, nas condições de: (a) 1,5% de ácido cítrico; (b) 

2000 W/L; (c) S:L = 1:10. 

De acordo com a Figura 16, o aumento da potência, porcentagem de ácido e 

volume de solução levou a um aumento no teor de compostos fenólicos, sendo a 

potência do ultrassom a variável que mais influenciou a resposta avaliada. 

Estes resultados estão de acordo com o observado por González-Centeno et al. 

(2014), que obtiveram maior teor de compostos fenólicos de bagaço de uva com o 

aumento da potência, na extração aquosa de compostos fenólicos do bagaço de uva, 

utilizando um banho de ultrassom. 

Em relação à razão S:L, quanto maior a quantidade de solução extratora, maior o 

gradiente de concentração entre o bagaço e a solução, resultando, portanto, em uma 

extração mais eficiente. Comportamento semelhante foi observado por Bucić-Kojić et 

al. (2007) na extração hidroetanólica de compostos fenólicos de sementes de uva por 

extração em leito agitado. 

O aumento na concentração de ácido também acarretou em um aumento da 

extração de fenólicos, embora este efeito tenha sido menos pronunciado, indicando que 

pHs mais baixos favorecem a extração de compostos fenólicos. 
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5.1.3. Atividade Antioxidante 

 

A atividade antioxidante medida pelos métodos ORAC e ABTS nos extratos 

variou de 230±1 a 516±17 μmol Trolox.g-1 e de 442±37 a 939±110 μmol Trolox.g-1, 

respectivamente. 

Em estudo realizado por Rockenbach et al. (2007), quando utilizada solução 

hidroetanólica (50%) acidificada com HCl a 0,1% como solvente na extração em leito 

agitado de Vitis vinifera das variedades Pinot Noir e Regente, a atividade antioxidante 

foi, respectivamente, de 471 e 357 µMol TEAC/g pela técnica de sequestro do radical 

ABTS•+, valores próximos aos menores valores obtidos no presente estudo. 

Em 2008, Rockenbach e colaboradores observaram valores inferiores com o 

método ABTS, na extração em leito agitado das variedades Ancelota e Tannat (ambas 

Vitis vinífera), com solução hidroetanólica (50%) acidificados com HCl a 0,1%, como 

solvente, obtendo como resposta 400,7 μmol Trolox.g-1 e 341,5 μmol Trolox.g-1, 

respectivamente. 

Yilmaz e Toledo (2006), ao utilizarem o método ORAC na extração 

convencional de bagaços de uva utilizando como solvente metanol/água 70%, 

observaram para cascas de Vitis vinifera das variedades Merlot e Chardonnay, valores 

de 69,8 e 102,8 µMol Trolox/g amostra seca, respectivamente, valores inferiores aos 

obtidos no presente trabalho. Os autores também avaliaram a atividade antioxidante das 

sementes de Muscadine (Vitis rotundifolia), Merlot e Chardonnay, obtendo valores de 

245,9; 272,8 e 450,5 µMol Trolox/g amostra seca, respectivamente. 

Os dados obtidos para a atividade antioxidante determinada pelo método ABTS 

não permitiram a obtenção de um modelo preditivo e, consequentemente, de superfícies 

de resposta. Dessa forma, o efeito das variáveis de processo sobre esta resposta foi 

expresso através do diagrama de Pareto (Figura 17). 
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Figura 17: Diagrama de Pareto para avaliar o efeito dos fatores investigados sobre a atividade 

antioxidante medida pelo método ABTS. 

 

De acordo com a Figura 17, a atividade antioxidante medida pelo método ABTS 

foi influenciada pela concentração de ácido e pela potência do ultrassom, sendo a 

primeira a variável que exerceu maior influência. Este resultado pode indicar que a 

presença do ácido favoreceu a extração de compostos com maior capacidade de 

sequestro dos radicais ABTS•+, uma vez que a diminuição do pH aumenta a taxa de 

transferência de elétrons, pois a ionização aumenta a disponibilidade de elétrons 

(SCHAICH et al., 2015). Além disso, o aumento da potência está diretamente 

relacionado ao aumento da extração de compostos fenólicos e antocianinas 

monoméricas, conforme previamente discutido, resultando, assim, em uma maior 

capacidade antioxidante.  

No caso da atividade antioxidante determinada pelo método ORAC, o teste F 

apresentou resultados satisfatórios, tanto para a regressão (F calculado > F tabelado) 

como para os resíduos (F calculado < F tabelado), indicando que o modelo pode ser 

considerado preditivo. 

A equação codificada obtida para representar a atividade antioxidante por 

ORAC, modelo construído a partir dos parâmetros significativos obtidos pela regressão, 

dentro das faixas estudadas de potência do ultrassom, concentração de ácido e razão S:L 

foi: 

 

ORAC = 266,7 + 36,58x1 + 21,43x2 + 32,3x3 + 4,67 x3
2 (R2 = 0,935) (11) 
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Onde x1, x2 e x3 são a potência do ultrassom, a concentração de ácido e a razão 

S:L. 

 

As superfícies de resposta apresentadas na Figura 18 permitem verificar a 

influência das variáveis sobre a atividade antioxidante medida pelo método ORAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 

Figura 18: Superfícies de resposta para atividade antioxidante medida pelo método ORAC nas condições: 

(a) 1,5% de ácido cítrico; (b) 2000 W/L; (c) S:L = 1:10. 

 

Os resultados mostraram que maior atividade antioxidante foi obtida quando 

utilizadas maiores potências de US, maior concentração de ácido e menor razão 

sólido:líquido, para ambos os métodos, o que se relacionou com o teor de antocianinas 

monoméricas e também com os fenólicos totais presentes no extratos, já que estes 

compostos estão diretamente relacionados ao potencial antioxidante de vários alimentos 

(ANGELO e JORGE, 2007; BAYDAR et al., 2007; VEDANA et al., 2008).  

A atividade antioxidante por ABTS teve a potência e a porcentagem de ácido 

como os fatores com maior influência, enquanto que por ORAC a potência de ultrassom 

foi a variável mais influente, o que está relacionado à maior extração de antocianinas 

observada nessas condições. As antocianinas são oxidadas pelos radicais livres, 

formando um radical menos reativo e mais estável. Portanto, elas estabilizam as 

espécies reativas de oxigênio pela sua reação com o componente reativo do radical, pois 

sua estrutura permite que doem elétrons ou hidrogênios para radicais livres (VOLP et 

al., 2008). 
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5.1.4. Seleção da melhor condição de extração 

 

A partir das respostas avaliadas com o planejamento experimental, a condição 

escolhida como a mais adequada, dentro dos limites avaliados, foi de 3000 W/L de 

potência, 2,5% de ácido cítrico e razão sólido/líquido de 1:15. O pH do extrato nesta 

condição foi de 3,23±0,01. 

Esta condição foi a utilizada para obtenção dos extratos, que foram 

posteriormente caracterizados por CLAE-DAD e microencapsulados por spray drying. 

 

5.2. Caracterização por CLAE-DAD 

 

Embora a análise de fenólicos totais utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu 

forneça uma ideia geral do teor de compostos fenólicos presentes em uma amostra, esta 

análise não é seletiva e pode resultar em um valor superestimado, uma vez que mede a 

capacidade de redução de uma amostra, reagindo não apenas com fenóis, mas também 

com outros compostos redutores tais como carotenoides, aminoácidos, açúcares e 

vitamina C (HUANG et al., 2005; OZDAL et al., 2013). Huang et al. (2005) também 

sugerem que a análise por Folin-Ciocalteu pode ser usada como um indicativo da 

atividade antioxidante de amostras, pois a dissociação de um próton fenólico leva a um 

ânion fenolato, que é capaz de reduzir o reagente, ocorrendo então o mecanismo de 

transferência eletrônica. 

Dessa forma, para melhor caracterizar os fenólicos presentes no bagaço e no 

extrato obtido na melhor condição, foi realizada uma avaliação de seus perfis 

cromatográficos, para identificação e quantificação dos principais compostos presentes 

nestes materiais. 

 

5.2.1. Antocianinas monoméricas por CLAE-DAD 

 

Para a análise de antocianinas monoméricas por CLAE-DAD foi inicialmente 

utilizada a metodologia descrita por Gouvêa et al. (2015). O método utilizado é 

específico para antocianinas monoméricas, que são as antocianinas que efetivamente 

possuem atividade biológica comprovada (NASCIMENTO, 2015). Entretanto, como 

pode ser observado no cromatograma apresentado na Figura 19, este método não foi 

eficaz na separação de todas as antocianinas da amostra, já que ainda houve a presença 
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de picos que coeluíram no final da corrida cromatográfica. Sendo assim, a fim de se 

obter uma separação satisfatória das substâncias, foram realizados diversos testes de 

modificação de gradiente de eluição.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Cromatograma das antocianinas monoméricas do bagaço de uva, pela metodologia de 

Gouvêa et al. (2015), em 520 nm. 
 

Após determinar a melhor alteração do método, foi obtido o cromatograma 

apresentado na Figura 20.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Cromatograma das antocianinas monoméricas do bagaço de uva, em 520 nm.  

 

Com as mudanças no gradiente de eluição houve ganho de resolução e 

sensibilidade, o cromatograma apresentou picos simétricos, finos  e intensos. A partir 
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deste cromatograma foi possível realizar a identificação das antocianinas, por 

comparação dos tempos de retenção (tR) e espectros de UV-Vis dos padrões disponíveis 

no laboratório, com os picos da amostra. Desta forma foi possível identificar as 

seguintes antocianinas monoméricas no bagaço de uva: delfinidina-3-glicosídeo (tR = 

5,8 min, Pico 1), cianidina-3-glicosídeo (tR = 7,6 min, Pico 2),  petunidina-3-glicosídeo 

(tR = 9,6 min, Pico 3),   peonidina-3-glicosídeo (tR = 12,1 min, Pico 4),   malvidina-3-

glicosídeo (tR = 14,1 min, Pico 5). Os espectros UV-Vis da amostra, estão apresentados 

na Figura 21.  

 

  

Delfinidina-3-glicosídeo Cianidina-3-glicosídeo Petunidina-3-glicosídeo 

 

 

 

 

 

 

 

Peonidina-3-glicosídeo Malvidina-3-glicosídeo 

 

Figura 21: Espectros UV-Vis das antocianinas identificadas, a partir de padrões, nas amostras. 

 

Além das antocianinas identificadas conforme supracitado, também foi realizada 

a identificação de outras duas antocianinas, referentes aos Picos 16 e 17 do 

cromatograma. No entanto, não havia padrão para comparação de tempo de retenção e 

espectro UV-Vis. Dessa forma, para confirmação estrutural, as antocianinas foram 

isoladas por coleta automática com válvulas Rheodyne® ligadas à saída do detector e 
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submetidas à análise por espectrometria de massas. A Figura 22 apresenta os espectros 

de massa acurada da antocianina isolada referente ao Pico 16 e a Figura 23 ilustra o 

espectro UV-Vis da mesma antocianina. O espectro de massa acurada da substância 

isolada e do espectro de UV-Vis referente ao Pico 17, estão mostrados nas Figuras 24 e 

25, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Espectros de massa acurada da antocianina isolada referente ao Pico 16. 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Espectro UV-Vis da antocianina isolada referente ao Pico 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Espectros de massa acurada da antocianina isolada referente ao Pico 17. 
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Figura 25: Espectro UV-Vis da antocianina isolada referente ao Pico 17. 

 

A análise por espectrometria de massas do Pico 16 (Figura 22) registrou um íon 

molecular de m/z 609,1608, e a fragmentação desse íon gerou um íon de m/z de 

301,0721 que corresponde à massa molar da aglicona peonidina. Esta fragmentação 

correspondente à perda de um grupo p-cumarilglicose (M+-308), e o fragmento obtido 

condiz com a massa molar da peonidina 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo (tR = 28,5 

min), uma antocianina acilada. 

 Para a segunda antocianina isolada, Pico 17, com a análise por espectrometria 

de massas (Figura 24) verificou-se a presença do íon molecular de m/z 639,1728 e um 

fragmento de m/z de 331,0780, indicativo de ser a aglicona malvidina. Bem como 

anteriormente, esta fragmentação correspondente à perda de um grupo p-cumarilglicose 

(M+-308), e o fragmento obtido condiz com a massa molar da malvidina 3-O-(6-O-p-

cumaril) glicosídeo (tR = 29,6 min). 

No perfil antociânico apresentado na Figura 20, além das sete antocianinas 

identificadas, que representam 81,2% das substâncias separadas por CLAE, pode ser 

observada a presença de mais dez antocianinas, representando cerca de 18,8% das 

antocianinas do perfil. Essa confirmação pôde ser feita devido ao espectro de absorção 

característica de antocianinas (max= 520 nm). Porém, não foi possível a identificação 

destas antocianinas, devido à falta de padrão e à dificuldade em coletá-las pela pequena 

magnitude do pico. 

Além da caracterização do bagaço, foi realizada a caracterização do extrato 

hidroetanólico obtido por ultrassom. Nele também foram detectadas 17 antocianinas, de 

acordo com os tempos de retenção e os espectros UV-Vis, as mesmas encontradas na 

caracterização do bagaço. O cromatograma obtido para o extrato está ilustrado na 

Figura 26. 
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Figura 26: Cromatograma das antocianinas monoméricas do extrato hidroetanólico obtido a partir do 

bagaço de uva.  

 

Ainda, com o cromatograma obtido na análise das antocianinas presentes no 

bagaço de uva Syrah e com o cromatograma do extrato obtido por ultrassom, foi 

realizada a quantificação das antocianinas por equivalência, utilizando curva padrão de 

malvidina-3-glicosídeo, uma vez que a aglicona majoritária é a malvidina e não havia 

outros padrões disponíveis. A quantificação das antocianinas presentes no bagaço de 

uva e no extrato ultrassônico está apresentada na Tabela 8. 
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Tabela 8: Identificação e quantificação de antocianinas monoméricas presentes no bagaço de uva Syrah e 

no extrato obtido por ultrassom. 

Analito 

Concentração (mg.100g-1)** 

Antocianinas 

do bagaço 

(AB) 

Percentual 

relativo 

das AB (%) 

Antocianinas 

do extrato 

ultrassônico 

(AE) 

Percentual 

relativo das 

AE (%) 

Delfinidina-3-glicosídeo 12,06±0,50 1,88 4,75±0,28 0,87 

Cianidina-3-glicosídeo 3,10±0,26 0,48 1,52±0,10 0,28 

Petunidina-3-glicosídeo 19,84±1,00 3,09 14,35±1,28 2,63 

Peonidina-3-glicosídeo 18,05±0,32 2,81 17,68±0,82 3,24 

Malvidina-3-glicosídeo 122,75±4,77 19,13 129,77±5,43 23,80 

Pico 6* 8,02±0,30 1,25 4,74±0,14 0,87 

Pico 7* 3,64±0,06 0,57 3,62±0,19 0,66 

Pico 8* 6,77±0,20 1,06 6,00±0,35 1,10 

Pico 9* 7,74±0,24 1,21 8,50±0,27 1,56 

Pico 10* 16,52±1,02 2,58 11,08±0,16 2,03 

Pico 11* 39,02±1,68 6,08 37,04±0,31 6,79 

Pico 12* 5,19±0,34 0,81 3,99±0,19 0,73 

Pico 13* 4,03±0,11 0,63 1,53±0,07 0,28 

Pico 14* 24,53±1,08 3,82 17,94±0,74 3,29 

Pico 15* 5,22±0,50 0,81 3,77±0,35 0,69 

Peonidina 3-O-(6-O-p-

cumaril) glicosídeo 
51,32±2,70 8,00 45,71±1,47 8,38 

Malvidina 3-O-(6-O-p-

cumaril) glicosídeo 
293,71±17,59 45,78 233,36±9,41 42,79 

Total 641,50 100 545,34 100,00 

* Picos 6 a 15 não foram identificados. Média ± desvio padrão, n = 3. 

 

O teor total de antocianinas monoméricas presentes no bagaço de uva, 

quantificadas por CLAE, foi de 641,5 mg.100 g-1. As duas antocianinas majoritárias 

(malvidina-3-glicosídeo e malvidina 3-O-(6-O-p-cumaril) glicosídeo) equivalem a 64,92 

% das antocianinas totais.  

Melo e colaboradores (2015) identificaram em bagaço de uva Syrah do 

semiárido apenas as antocianinas delfinidina-3-glicosídeo, peonidina-3-glicosídeo e 

malvidina-3-glicosídeo. 

Fraige et al. (2014) investigaram as antocianinas presentes em quatro variedades, 

sendo três de Vitis vinífera, inclusive a uva Syrah do seminárido brasileiro. Os autores 

identificaram por CLAE-DAD-EM quatorze antocianinas na uva Syrah, apresentando 
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um perfil cromatográfico próximo ao obtido no presente trabalho, contudo a antocianina 

majoritária foi a malvidina-3-glicosídeo, com mais de 32%, enquanto no presente 

trabalho essa antocianina representou menos de 20% do teor total das antocianinas do 

bagaço. 

Lingua et al. (2016) também caracterizaram o perfil de antocianinas de uvas, 

bagaços de uvas e vinhos de três variedades vermelhas Vitis vinifera L. cultivadas na 

Argentina, inclusive a espécie Syrah.  Avaliando apenas o comportamento da uva 

Syrah, pode-se notar que a malvidina-3-acetilglicosídeo foi a majoritária na uva. Os 

autores observaram que entre malvidina-3-glicosídeo e malvidina-3-cumarilglicosídeo, 

a primeira foi mais encontrada na uva e no vinho, mas não em seu bagaço, que teve a 

malvidina-3-cumarilglicosídeo como majoritária, assim como observado no presente 

trabalho. 

A presença de acilação na molécula de antocianina melhora a sua estabilidade 

através de copigmentação intramolecular e/ou intermolecular e reações de auto-

associação. Portanto, as fontes de antocianinas aciladas, como é o caso do bagaço da 

uva Syrah, podem proporcionar cor e estabilidade desejável para aplicações alimentares 

(GIUSTI e WROLSTAD, 2003). 

Com a identificação e a quantificação das antocianinas, pode-se perceber que a 

extração assistida por ultrassom, utilizando etanol/água (50%) foi capaz de extrair as 

mesmas antocianinas que a extração para caracterização, que fez uso de ácido fórmico 

10% em metanol, e uso de banho de ultrassom. Considerando-se que a extração para 

caracterização de antocianinas é baseada no esgotamento da sua cor característica, 

considera-se que esta análise extrai 100% das antocianinas da amostra. Desse modo, foi 

possível calcular a eficiência da extração ultrassônica, que foi de 85%.  

 

5.2.2. Ácidos fenólicos e flavonoides não antociânicos por CLAE-DAD 

 

Conforme mencionado por Acosta-Estrada et al. (2014), os ácidos fenólicos 

simples e os flavonoides são os compostos fenólicos mais comuns e, geralmente, são 

encontrados nas formas conjugadas solúveis (glicosídeos) e insolúveis. Na natureza, os 

ácidos fenólicos ocorrem principalmente nas formas insolúveis ou ligadas enquanto que 

os flavonoides se apresentam como glicosídeos, ou seja, com unidades de açúcar 

ligadas, ou por um grupo OH (O-glicosídeos) ou através de ligações carbono-carbono 

(C-glicosídeos). 
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Para a caracterização do bagaço de uva, a fim de se obter uma análise mais 

completa, a análise de ácidos fenólicos e flavonoides foi realizada em três etapas. Na 

primeira foram extraídos ácidos fenólicos e flavonoides livres. Posteriormente, foi 

realizada uma hidrólise básica e uma hidrólise ácida, com o intuito de liberar os ácidos 

fenólicos e flavonoides para serem identificados e quantificados.  

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam os cromatogramas da fração de ácidos 

fenólicos e flavonoides livres e as Figuras 30, 31 e 32 apresentam os cromatogramas da 

fração de ácidos fenólicos e flavonoides após hidrólises do bagaço de uva, visualizados 

com absorção nos seguintes comprimentos de onda: 270 nm (Figuras 27 e 30), 310 nm 

(Figuras 28 e 31) e 370 nm (Figuras 29 e 32) nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides livres, do bagaço de uva, 

em 270 nm, com zoom nos picos de interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides livres, do bagaço de uva,  

em 310 nm. 
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Figura 29: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides livres, do bagaço de uva,  

em 370 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides após hidrólises, do bagaço de uva, 

em 270 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides após hidrólises, do bagaço de uva, 

em 310 nm. 
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Figura 32: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides após hidrólises, do bagaço de uva, 

em 370 nm. 

 

Para a identificação das substâncias presentes na matriz estudada, foi realizada a 

comparação com os tempos de retenção (tR) e os espectros UV-Vis de padrões 

comerciais. Os espectros das substâncias, que tiveram correspondência com os padrões 

utilizados, estão ilustrados nas Figuras 33 e 34.  
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Ácido vanílico Ácido siríngico Epicatequina 

 

Figura 33: Espectros UV-Vis dos ácidos fenólicos e flavonoides identificados nas amostras.  
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Ácido p-cumárico Ácido elágico Rutina 
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Kaempferol Isorhamnetina 

 

Figura 34: Espectros UV-Vis dos ácidos fenólicos e flavonoides identificados nas amostras.  
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Já com os cromatogramas dos ácidos fenólicos e flavonoides da fração após 

hidrólises foram identificados ácido gálico (tR = 2,14 min), ácido protocatecuico (tR = 

3,97 min), catequina (tR = 9,22 min), ácido vanílico (tR = 9,73 min), ácido siríngico (tR = 

10,74 min), epicatequina (tR = 11,39 min), ácido p-cumárico (tR = 12,54 min), ácido 

elágico (tR = 16,64 min) e quercetina (tR = 22,99 min). 

Além da caracterização do bagaço, foi realizada a caracterização do extrato 

hidroetanólico obtido por ultrassom. As Figuras 35, 36 e 37 apresentam os 

cromatogramas dos ácidos fenólicos e flavonoides do extrato obtido por ultrassom, 

visualizados com absorção nos seguintes comprimentos de onda: 270 nm (Figura 35), 

310 nm (Figura 36) e 370 nm (Figura 37) nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides do extrato ultrassônico, em 270 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides do extrato ultrassônico, em 310 nm. 
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Figura 37: Cromatograma da fração de ácidos fenólicos e flavonoides do extrato ultrassônico, em 370 nm. 
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gálico, siríngico, e os flavonoides catequina, epicatequina e quercetina-3-glicosídeo.  
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a um espectrômetro de massas, o que favorece a identificação das substâncias, já que 

não é necessária a etapa de isolamento de substâncias para posterior investigação do 

material isolado em outra técnica, como o próprio espectrômetro de massas, assim como 

foi feito no presente trabalho para a identificação de duas antocianinas. 

A identificação e quantificação dos ácidos fenólicos e flavonoides presentes 

tanto no bagaço extraído para caracterização, quanto no extrato obtido por ultrassom 

está apresentada na Tabela 9, sendo possível identificar e quantificar 13 substâncias. A 

resposta obtida foi expressa em mg.100g-1 de bagaço, e a quantificação foi realizada 

utilizando as curvas padrão de cada substância correspondente. 

 

Tabela 9: Teores de ácidos fenólicos e flavonoides (mg.100g-1) presentes no bagaço de uva Syrah e no 

extrato obtido por ultrassom. 

Analito 

 Concentração (mg.100g-1 bagaço) 

Ácidos fenólicos e flavonoides do bagaço 
Extrato 

Ultrassônico 
Fração livre Fração 

hidrolisados 

Soma das 

frações 

Catequina 54,17±0,66 61,2±0,3 115,37 45,15±0,21 

Epicatequina 52,63±0,55 12,57±0,25 65,20 49,95±0,21 

Ácido siríngico ND 34,07±1,66 34,07 8,4±0,85 

Ácido vanílico ND 16,43±0,35 16,43 9,45±0,21 

Rutina 41,33±0,49 ND 41,33 64,2±0 

Quercetina 59,37±1,36 3,87±0,11 63,23 87,3±0 

Miricetina 19,57±0,38 ND 19,57 17,4±0,42 

Kaempferol 9,43±0,15 ND 9,43 5,4±0 

Isorhamnetina 13,33±0,23 ND 13,33 11,1±0 

Ácido gálico ND 84,1±2,6 84,1 18,6±0 

Ácido protocatecuico ND 3,63±0,21 3,63 0,9±0 

Ácido p-cumárico ND 78,57±5,81 78,57 2,1±0,42 

Ácido elágico 3,21±0,32 0,31±0,053 3,52 3±0 

Total 253,05 294,74 547,79 322,95 

* ND: não detectado; Média ± desvio padrão, n = 3; Total: Soma dos ácidos fenólicos e flavonoides 

identificados.  

 

Uma vez que a extração para caracterização de ácidos fenólicos e flavonoides 

escolhida obtém a maior quantidade destas substâncias  por utilizar solventes orgânicos, 

além de hidrolisar com ácido e base, considera-se que esta análise extrai 100% de 

ácidos fenólicos e flavonoides da amostra, permitindo assim calcular a eficiência da 

extração ultrassônica, que neste caso foi de aproximadamente 59%. 
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Como não há uma metodologia de análise padronizada para a extração de todos 

os fenólicos presentes em alimentos (ANGELO e JORGE, 2007),  ao comparar a 

extração hidroetanólica por ultrassom com o método analítico para a caracterização de 

ácidos fenólicos e flavonoides livres e hidrolisáveis presentes no bagaço por CLAE-

DAD, podem ser notadas algumas diferenças. 

A quantidade de ácido gálico obtida por ultrassom (US) foi 4,5 vezes menor do 

que a obtida na análise de ácidos fenólicos e flavonoides hidrolisáveis, porém nos 

ácidos fenólicos e flavonoides livres não houve detecção de ácido gálico, o que mostra 

que o US foi capaz de hidrolizar esta substância, bem como os ácidos vanílico, 

siríngico, protocatecuico e p-cumárico, como observado na Tabela 9. Esta hidrólise 

pode ter ocorrido devido à energia empregada no processo de extração, pela temperatura 

atingida durante a extração, que chegou a 80°C no final do processo, o que, mesmo com 

um curto período de tempo, pode ter influenciado na liberação destes compostos.  

De acordo com a Tabela 9, os flavonoides predominantes no extrato obtido por 

ultrassom foram rutina, quercetina (flavonóis), catequina e epicatequina (flavanóis). 

Quando comparadas as duas formas de extração, quercetina e rutina foram melhor 

extraídos por US, cerca de 1,5 vezes mais do que na extração analítica. 

Apesar de o US conseguir extrair o ácido p-cumárico, a grande diferença para o 

teor observado nos ácidos fenólicos hidrolisáveis (37 vezes maior) pode ter ocorrido 

devido à presença desta substância nas paredes celulares de plantas, que pode ser 

esterificada em polissacarídeos e lignina ou eterificada em lignina, tornando-se 

insolúvel em água. A parte esterificada pode ser liberada por saponificação, enquanto a 

parte eterificada (glicosídeos) pode ser liberada através de tratamento ácido. Entretanto, 

a parte insolúvel em água pode ser separada da lignocelulose através de tratamentos 

alcalinos e ácidos. Contudo, são necessárias condições de tratamento extensivas (PEI et 

al., 2016). Deste modo, o ácido p-cumárico pode ter ficado retido no resíduo da extração 

ultrassônica. 
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5.3. Microencapsulação do extrato 

 

5.3.1. Caracterização físico-química e morfológica 

 

5.3.1.1. Umidade 

 

A Tabela 10 apresenta a umidade das amostras produzidas com diferentes 

agentes encapsulantes. 

 

Tabela 10: Umidade das amostras microencapsuladas com diferentes agentes encapsulantes. 

Amostras Umidade (%) 

MD 4,61±0,30a 

MD + GE 2,35±0,05c 

MD + GA 4,32±0,14a 

MD + WPI 3,31±0,11b 

Letras minúsculas distintas em cada coluna representam diferença significativa entre as amostras 

(p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma arábica; WPI = isolado proteico de soro 

de leite. 

 

O teor de umidade pode causar mudanças de tamanho de partícula e morfologia 

nas partículas obtidas por spray-drying, além de afetar sua temperatura de transição 

vítrea (GHARSALLAOUI et al., 2007). Estas mudanças podem interferir nas 

propriedades de fluxo como resultado de caking e aglomeração, e também na retenção 

de compostos bioativos (ROSENBERG et al., 1985). Quanto maior o teor de água de 

um produto, maior a mobilidade das moléculas, o que pode favorecer processos como a 

difusão de oxigênio, por exemplo, aumentando o risco de oxidação do material 

encapsulado. 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, nota-se que nos 

extratos microencapsulados com maltodextrina e sua mistura com goma arábica o teor 

de umidade foi maior do que os observados para as misturas com WPI e gelatina, sendo 

este último o material que apresentou menor teor de umidade. Mahdavi et al. (2016) 

revelaram que os tipos de agente encapsulante afetam o teor de umidade, contudo seus 

resultados foram opostos aos observados no presente trabalho. 

A umidade das partículas variou de 2,35 a 4,61%. Estes valores estão na mesma 

faixa ou inferiores aos teores de umidade observados por Shi et al. (2013), em mel seco 
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com maltodextrina e WPI (3,1 a 5%); por Rajabi et al. (2015), que observaram teor de 

umidade entre 2,7 e 5,3%, para compostos bioativos do açafrão microencapsulados 

utilizando maltodextrina, goma arábica e gelatina como agentes encapsulantes; e por 

Mahdavi et al. (2016), em extratos de Berberis vulgaris microncapsulados com 

maltodextrina e sua mistura com goma arábica e com gelatina (3 a 4,3%). 

Utilizando como parâmetro o padrão convencionado para pós de fármacos secos 

por spray drying, de acordo com a literatura, o teor de umidade aceitável é inferior a 5% 

(m/m) (RAJABI et al., 2015). Isto porque baixo teor de umidade (<5%) aumenta a 

estabilidade do produto durante a embalagem e armazenamento (SHISHIR e CHEN, 

2017). Portanto, pode-se concluir que todos os extratos obtidos no presente trabalho 

apresentaram níveis adequados de teor de umidade residual. 

 

5.3.1.2. Compostos fenólicos totais e antocianinas 

 

O teor de compostos fenólicos e antocianinas monoméricas foi determinado logo 

após a microencapsulação, a fim de se determinar sua retenção após o processo de 

secagem. Os resultados estão apresentados na Tabela 11. 

 

Tabela 11: Antocianinas monoméricas, retenção das antocianinas, compostos fenólicos totais e retenção 

de fenólicos das amostras microencapsuladas com diferentes agentes encapsulantes. 

Amostras 
AM 

(mg.100g-1) 

Retenção de 

antocianinas 

(%) 

FT 

(mg.100g-1) 

Retenção de 

fenólicos (%) 

MD 224,4±0,6a ≈100 1.602,2±94b 80 

MD + GE 195,5±5,5b 90 2.318,1 ±46a ≈100 

MD + GA 182,5 ±3,7b 85 1.799,4±38b 90 

MD + WPI 199,7±17,8ab 95 2.398,0±189a ≈100 

Letras minúsculas distintas em cada coluna representam diferença significativa entre as amostras 

(p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma arábica; WPI = isolado proteico de soro 

de leite. 

 

De acordo com a Tabela 11, a maltodextrina foi o agente encapsulante que 

resultou na maior retenção de antocianinas logo após a microencapsulação, bem como 

sua mistura com WPI. 
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No estudo de Murali et al. (2014), a maltodextrina também mostrou-se um 

agente encapsulante com boa retenção de antocianinas em suco de cenoura preta, em 

comparação com goma arábica e fécula de mandioca. 

Moser et al. (2017a) obtiveram resultado semelhante na retenção de antocianinas 

com a mistura de MD + WPI ao microencapsularem suco de uva, observando que a 

retenção variou de 77,9 a 94%. 

Apesar de a retenção das antocianinas das amostras MD + GA e MD + GE ter 

sido menor, ainda assim estes valores foram considerados altos (85 e 90%, 

respectivamente) e os materiais foram considerados adequados para a 

microencapsulação do extrato. 

Entre os agentes encapsulantes testados por Mahdavi et al. (2016) na 

microencapsulação de Berberis vulgaris, a combinação de MD + GA com relação 

núcleo/parede de 25% levou à maior eficiência de encapsulação em relação à 

combinação MD + GE e apenas MD, proporcionando uma melhor proteção dos 

pigmentos antociânicos extraídos deste fruto. 

Para os compostos fenólicos totais, maior retenção foi observada quando 

utilizada a combinação de maltodextrina com proteínas (GE e WPI).  

A vantagem de utilizar gelatina é que este polímero pode promover a liberação 

gradual dos compostos encapsulados, uma vez em contato com água, e a taxa dependerá 

da porosidade do encapsulado (CELLI et al., 2015). 

Segundo Shahidi e Naczk (2003), citado por Mahdavi (2016), os fenólicos e 

flavonóis podem formar complexos com polissacarídeos e a afinidade destas 

substâncias depende da solubilidade em água, tamanho molecular, capacidade de 

conformação e forma do polifenol. Ozdal et al. (2013) descreveram que algumas 

proteínas também são capazes de formar complexos com compostos fenólicos, e que 

estas ligações podem ser reversíveis e irreversíveis, dependendo do pH, da temperatura 

e do tipo e concentração de proteínas e fenólicos. 

A interação proteína-fenólico é afetada pelos tipos de proteínas, podendo se ligar 

de forma hidrofóbica ou hidrofílica dependendo dos locais de ligação da proteína, e 

também pelo tipo de fenólico, dependendo de fatores como o peso molecular, metilação, 

hidroxilação, glicosilação e hidrogenação de compostos fenólicos. Entretanto, o 

mecanismo da influência das proteínas nos compostos fenólicos ainda não é conhecido 

(OZDAL et al., 2013). 
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Deste modo, as interações ocorridas entre os compostos fenólicos e os agentes 

encapsulantes utilizados podem ser responsáveis pelos valores de retenção observados. 

 

5.3.1.3. Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante das partículas produzidas com os diferentes agentes 

encapsulantes está apresentada na Figura 38. De acordo com o método ORAC, as 

partículas produzidas com a mistura de maltodextrina e gelatina foram as que 

apresentaram maior atividade antioxidante, seguidas pelas produzidas com a mistura 

com goma arábica, enquanto as produzidas apenas com maltodextrina ou sua mistura 

com WPI não apresentaram diferenças significativas entre si. 

Por outro lado, no caso do método ABTS, as partículas produzidas com os 

agentes encapsulantes proteicos (WPI e gelatina) apresentaram valores de atividade 

antioxidante muito inferiores, o que está de acordo com o descrito por Ozdal et al. 

(2013), que relataram que as proteínas diminuem significativamente a capacidade 

sequestrante de radicais, mas há resultados contraditórios, devido ao uso de diferentes 

metodologias para medir a capacidade antioxidante ou o conteúdo de fenólicos. Como 

os métodos de análise de atividade antioxidante trabalham com diferentes mecanismos, 

um único método não determina corretamente todos os compostos antioxidantes 

disponíveis na matriz (PÉREZ-JIMÉNEZ et al., 2008). Contudo, existem poucos 

estudos sobre o efeito das interações fenólico-proteínas em fenólicos individuais, que 

podem afetar a capacidade antioxidante dos analitos, necessitando de mais investigações 

para melhor entender os mecanismos envolvidos, utilizando métodos mais abrangentes 

que forneçam informações detalhadas sobre as interações de proteínas e compostos 

fenólicos, como o uso de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

(OZDAL et al., 2013). 
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Figura 38: Atividade antioxidante, por ABTS e ORAC, dos extratos microencapsulados por spray drying. 

Letras minúsculas distintas para cada tipo de barra representam diferença significativa entre as amostras 

(p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma arábica; WPI = isolado proteico de soro de 

leite. 

 

5.3.1.4. Distribuição do tamanho de partículas 

 

Segundo Shi et al., (2013), o tamanho de partícula é um dos parâmetros físicos 

mais importantes de pós, já que podem influenciar as propriedades essenciais dos 

produtos alimentares, como o aroma, a textura e a aparência.  

A análise de distribuição do tamanho de partículas foi realizada para as amostras 

produzidas com os diferentes agentes encapsulantes. As partículas de todos os pós 

apresentaram distribuição de tamanho unimodal, porém com tamanhos distintos de 

partículas. A distribuição de tamanho de partícula dos extratos microencapsulados por 

spray drying está apresentada na Figura 39. O diâmetro médio (D[50]), o span e a faixa 

de variação do diâmetro das partículas estão exibidos na Tabela 12. 
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Figura 39: Distribuição do tamanho de partículas do pó produzidos com maltodextrina (MD); 

maltodextrina e gelatina (MD+GE); maltodextrina e goma arábica (MD + GA); maltodextrina e isolado 

proteico de soro de leite (MD + WPI). 

 

Tabela 12: Variação do diâmetro médio dos extratos microencapsulados, span e diâmetro das partículas. 

Amostra 
Diâmetro médio  

D[50] (µm) 
Span 

Faixas de diâmetros  

das partículas (µm) 

MD 14,9ª 1,49b 0,688 a 148 

MD+GE 17,4ª 2,39ª  0,818 a 352 

MD+GA 12,9ª 1,66ab 0,578 a 124,5 

MD+WPI 216,4b 2,16ab 1,64 a 1.674 

Letras minúsculas distintas em cada coluna representam diferença significativa entre as amostras 

(p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma arábica; WPI = isolado proteico de soro 

de leite. 

 

De acordo com a Tabela 12, um diâmetro médio muito superior foi obtido 

quando se utilizou isolado proteico de soro de leite na composição do agente 

encapsulante do extrato microencapsulado, apresentando uma mistura de partículas com 

diâmetros entre 1,64 e 1.674 µm. Já as partículas produzidas com os outros agentes 

encapsulantes não apresentaram diferença significativa entre si, em relação ao diâmetro 

médio. 

Pang et al., (2014) também observaram em seu trabalho que o tamanho de 

partícula de pós encapsulados com WPI foi notavelmente maior em comparação com o 

pó encapsulado com maltodextrina, ao microencapsularem extrato das folhas de 

Orthospihon stamineus. No entanto, o tamanho observado para o WPI obteve uma 

média de 9,30 µm, valor muito inferior ao relatado no presente trabalho. 
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A presença de partículas maiores pode ser atribuída ao início do processo de 

aglomeração de partículas no secador, onde a formação de pontes de hidrogênio pode 

ter levado à produção de partículas com maior tamanho (SHI et al., 2013). Além disso, a 

amostra pode não ter sido dispersa uniformemente durante a análise. 

A uniformidade das partículas foi medida pelo parâmetro span, com base nos 

tamanhos das partículas em 3 distribuições diferentes (10%, 50% e 90%). Para que a 

distribuição do tamanho possa ser considerada como homogênea, o valor de span deve 

ser inferior a 1 (ISMAIL et al., 2016). Dessa forma, nota-se que todos os extratos 

microencapsulados apresentaram grande intervalo de distribuição, indicando 

heterogeneidade nas partículas produzidas. 

A observação da presença de partículas de tamanhos variados é geralmente 

relatada para partículas produzidas por spray drying (ANANDHARAMAKRISHNAN e 

ISHWARYA, 2015; MORENO et al., 2016), e pode representar um ponto positivo, 

umas vez que as partículas menores podem penetrar nos espaços entre os maiores, 

ocupando menos espaço durante o armazenamento e estocagem. 

 

5.3.1.5. Morfofologia 

 

As imagens obtidas na análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

dos extratos microencapsulados estão apresentadas na Figura 40.  

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

   

(a) MD, aumento de 500 

vezes 

(b) MD, aumento de 1800 

vezes 

(c) MD, aumento de 4000 

vezes 

   

(d) MD + GE, aumento de 

500 vezes 

(e) MD + GE, aumento de 

1800 vezes 

(f) MD + GE, aumento de 

4000 vezes 

   

(g) MD + GA, aumento de 

500 vezes 

(h) MD + GA, aumento de 

1800 vezes 

(i) MD + GA, aumento de 

4000 vezes 

   

(j) MD + WPI, aumento de 

500 vezes 

(k) MD + WPI, aumento de 

1800 vezes 

(l) MD + WPI, aumento de 

4000 vezes 
Figura 40: Imagens das partículas resultantes da microencapsulação do extrato de bagaço de uva 

com os diferentes agentes encapsulantes. 

 

Em todas as amostras foi observada a presença de partículas esféricas, algumas 

lisas e outras com superfícies enrugadas. Alguns danos foram observados nas superfície 
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de partículas maiores, que podem resultar em um aumento de sua área superficial, e, 

consequentemente, em uma menor proteção ao material encapsulado, que fica mais 

exposto ao ambiente (RÉ, 1998).  

Gharsallaoui et al. (2010) observaram que nas misturas de proteínas / 

carboidratos, as proteínas servem como agentes emulsionantes e formadores de película, 

enquanto os polissacarídeos atuam como material formador de matriz. 

Apesar de a análise de tamanho de partícula os extratos microencapsulados com 

isolado proteico de soro de leite terem apresentado tamanhos consideravelmente 

superiores às demais amostras, essa diferença não foi evidente pela análise de 

microscopia. Desta forma, o grande valor de diâmetro médio observado podem estar 

relacionado à aglomeração causada quanto se utilizou WPI como agente encapsulante, o 

que pode ser observado na Figura 40. Resultado semelhante foi observado  por Moser et 

al. (2017a), que atribuíram esta característica à possível aderência do material.  

Ainda no estudo de Moser et al. (2017a), os autores também observaram a 

presença de partículas não esféricas e algumas com superfície enrugada, embora não 

houvesse evidências de poros aparentes com a mistura de MD e WPI. Os autores 

inferiram que as irregularidades observadas na superfície da partícula foram devido à 

presença de proteínas nas formulações do veículo. 

Os resultados obtidos por Mahdavi et al. (2016) mostraram que as microcápsulas 

obtidas a partir de GA + MD foram lisas, mas não uniformes, com aglomeração mínima 

e dentes na superfície, enquanto as de GE + MD e MD estavam em forma quebradiça e 

apresentaram “dentes” na superfície, mostrando o encolhimento e mais aglomerados. 

 

5.3.2. Estabilidade à estocagem 

 

As partículas obtidas pela microencapsulação por spray drying do extrato 

fenólico estão apresentadas na Figura 41. 

    

MD MD+GA MD+GE MD+WPI 

 

Figura 41: Extrato microencapsulado com maltodextrina (MD), maltodextrina e goma arábica (MD+GA), 

maltodextrina e gelatina (MD+GE) e maltodextrina e isolado proteico de soro de leite (MD+WPI). 
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Os resultados das análises de antocianinas monoméricas, fenólicos totais e 

atividade antioxidante, realizadas ao longo da estocagem a 40ºC do extrato ultrassônico 

líquido e dos microencapsulados por spray drying, estão apresentados nas Figuras 42, 

43 e 44. 

 

  

(a)  

 

 

(b) 

 

Figura 42: Antocianinas monoméricas obtidas no extrato líquido (a) e nos microencapsulados por spray 

drying (b), armazenados a 40°C. Letras minúsculas distintas para cada amostra representam diferença 

significativa para diferentes tempos (p<0,05). Letras maiúsculas distintas para cada tempo representam 

diferença significativa entre as amostras (p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma 

arábica; WPI = isolado proteico de soro de leite. 
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 (a) 

 

 

(b) 

 

Figura 43: Fenólicos totais obtidos no extrato líquido (a) e nos microencapsulados por spray drying (b), 

armazenados a 40°C. Letras minúsculas distintas para cada amostra representam diferença significativa 

para diferentes tempos (p<0,05). Letras maiúsculas distintas para cada tempo representam diferença 

significativa entre as amostras (p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = goma arábica; WPI = 

isolado proteico de soro de leite. 
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(a) 

 

  

(b) 

 

Figura 44: Atividade antioxidante por ABTS obtida no extrato líquido (a) e nos microencapsulados por 

spray drying (b), armazenados a 40°C. Letras minúsculas distintas para cada amostra representam 

diferença significativa para diferentes tempos (p<0,05). Letras maiúsculas distintas para cada tempo 

representam diferença significativa entre as amostras (p<0,05). MD = maltodextrina; GE = gelatina, GA = 

goma arábica; WPI = isolado proteico de soro de leite. 

 

Durante o armazenamento a 40ºC, quando comparados os teores de antocianinas 

monoméricas dos pós e do extrato líquido, observa-se que o extrato líquido apresentou 

uma redução significativa a cada semana, sendo reduzido a 54,5% do valor inicial, após 

4 semanas de estocagem.  

As partículas produzidas com MD e MD + GA apresentaram um decaimento 

significativo no teor de antocianinas monoméricas após a primeira semana de 

estocagem (cerca de 41% e de 14%, respectivamente), o que pode indicar a presença de 

partículas não encapsuladas, ou seja, antocianinas mais superficiais no material 

encapsulado, estando menos protegidas, o que leva a uma degradação mais rápida das 
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mesmas. Contudo, após a primeira semana, ambas as partículas se mantiveram estáveis. 

Já os extratos em pó secos com MD+GE e MD+WPI se mantiveram estáveis durante as 

primeiras semanas e só apresentaram decaimento no teor de antocianinas ao final da 

estocagem (cerca de 6,9% e 21% do valor inicial, respectivamente). 

De Souza e colaboradores (2014) avaliaram a estabilidade das antocianinas em 

extratos de bagaço de uva Bordo, comparando o extrato microencapsulado com 

maltodextrina como agente encapsulante em concentrações de 10, 20 e 30%, com o 

extrato liofilizado e o extrato líquido. As antocianinas nas amostras microencapsuladas 

por spray drying apresentaram melhor estabilidade durante o armazenamento, em 

relação aos extratos líquidos e liofilizados. 

Fang e Bhandari, também usando maltodextrina como agente encapsulante, 

microencapsularam bayberry por spray drying, verificando perdas de antocianinas de 

cerca de 7-27% após 6 meses de armazenamento a 4 °C, enquanto a redução do teor de 

antocianinas a 25 °C variou de 9 a 37%. 

Idham et al. (2012) investigaram a estabilidade das antocianinas na 

microencapsulação de Hibiscus sabdariffa L. com maltodextrina, goma arábica e sua 

mistura como agentes encapsulantes, durante o armazenamento sob temperaturas de 

armazenamento de 4, 25 e 37°C por 105 dias. Os autores observaram que a estabilidade 

foi maior na combinação de maltodextrina e goma arábica, proporcionando maior vida 

de prateleira e menor alteração na cor do pigmento. 

Em relação ao teor de fenólicos totais, no geral nenhuma tendência foi observada 

e tanto o extrato líquido quanto os encapsulados foram estáveis durante o 

armazenamento, com exceção do produzido com MD + WPI, que apresentou uma 

redução significativa na última semana de estocagem, o que está de acordo com o 

observado por Fang e Bhandari (2011), que observaram que as antocianinas foram mais 

facilmente degradadas em relação a outros compostos fenólicos. Os autores observaram 

decréscimo no teor de compostos fenólicos totais de cerca de 6–8%, na estocagem a 

4°C; 6–9%, na estocagem a 25°C; e 7–37%, na estocagem a 40°C; em suco de bayberry 

encapsulado com maltodextrina (DE 10) e armazenado por 6 meses, sob diferentes 

temperaturas e atividades de água. 

Moser et al. (2017b) avaliaram a estabilidade de compostos fenólicos de suco de 

uva BRS Violeta, microencapsulado com mistura de maltodextrina com concentrado 

proteico de soro de leite e com isolado proteico de soja, armazenado por 150 dias a 5, 

25 e 35° C. Os autores observaram que o teor de hidroxicinamato diminuiu para todos 
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os tratamentos, independentemente da temperatura de armazenamento, e os flavanóis 

diminuíram a 35 ° C. 

A atividade antioxidante apresentou uma redução pronunciada após a primeira 

semana para todas as amostras (38,9% para MD, 50% para MD + GE e 33,8% para MD 

+ GA), exceto para a produzida com MD + WPI que, embora tenha apresentado um 

valor inicial menor, foi mais estável ao longo da estocagem. Este comportamento foi 

semelhante ao observado para o teor de antocianinas, indicando que estes compostos 

podem estar diretamente relacionados à atividade antioxidante medida pelo método 

ABTS. No trabalho de Moser et al. (2017b), a atividade antioxidante dos 

microencapsulados não foi influenciada pelo tempo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O ultrassom mostrou-se uma alternativa promissora para extração de compostos 

fenólicos totais e de antocianinas totais presentes no bagaço de uva, permitindo a 

obtenção de extratos ricos nesses compostos. 

Para todas as respostas avaliadas no planejamento experimental (compostos 

fenólicos totais, teor de antocianinas monoméricas e atividade antioxidante), as 

extrações mais eficientes ocorreram com uma menor razão sólido/líquido, potências de 

ultrassom mais altas e com o aumento da concentração de ácido.  

A extração assistida por ultrassom utilizando etanol/água (50%) como solvente 

foi capaz de extrair 85% das antocianinas monoméricas totais extraídas pelo método 

utilizado para caracterização por CLAE-DAD e cerca de 60% dos ácidos fenólicos e 

flavonoides totais extraídos pelo método utilizado para caracterização destas substâncias 

também por CLAE-DAD. 

O processo de spray drying mostrou-se eficiente na microencapsulação de 

compostos fenólicos do extrato microencapsulado com diferentes agentes 

encapsulantes, que foram capazes de reter os compostos fenólicos e antocianinas e 

preservá-los mais eficientemente do que o extrato líquido. 
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7. SUGESTÕES DE TRABALHOS FUTUROS 

 

- Aplicação dos extratos microencapsulados em produtos alimentícios, com a 

função de corantes ou antioxidantes naturais; 

- Avaliação da estabilidade do extrato em diferentes condições de pH; 

- Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos; 

- Avaliação do perfil de ácidos fenólicos, flavonoides e antocianinas dos pós por 

CLAE-DAD; 

- Avaliação das funções biológicas dos compostos majoritários do extrato. 
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10. ANEXOS 

 

Tabela 13: Análise de variância (ANOVA) do modelo ajustado para a análise de 

antocianinas monoméricas dos extratos do planejamento experimental: 

 

 
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado* 

Regressão 42613,222 4 10653,31 17,03 3,26 

Resíduo: 7507,581 12 625,63 
  

-Falta de 

ajuste 
6959,18 10 695,92 2,54 19,40 

-Erro 

puro 
548,40 2 274,20 

  

Total 50120,80 16 
   

 

*Valores tabelados de F a p 0,05. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática 

 

Tabela 14: Análise de variância (ANOVA) do modelo ajustado para a análise de 

fenólicos totais dos extratos do planejamento experimental: 

 

 
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado* 

Regressão 25084953,541 7 3583564,79 12,38 3,29 

Resíduo: 2605860,257 9 289540,03 
  

-Falta de 

ajuste 
2530612 7 361516 9,61 19,35 

-Erro 

puro 
75249 2 37624 

  

Total 27690814 16 
   

 

*Valores tabelados de F a p 0,05. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática 
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Tabela 15: Análise de variância (ANOVA) do modelo ajustado para a análise de 

atividade antioxidante por ORAC dos extratos do planejamento experimental: 

 

 
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado* 

Regressão 70631,166 9 7847,91 11,28 3,68 

Resíduo: 4869,673 7 695,67 
  

-Falta de 

ajuste 
4855,37 5 971,07 135,78 19,30 

-Erro puro 14,30 2 7,15 
  

Total 75500,84 16 
   

 

*Valores tabelados de F a p 0,05. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática 

 

Tabela 16: Análise de variância (ANOVA) do modelo ajustado para a análise de 

atividade antioxidante por ABTS dos extratos do planejamento experimental: 

 

 
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado* 

Regressão 92642,9 10 9264,3 5,94 19,4 

Resíduo: 3118,5 2 1559,2 
  

-Falta de 

ajuste 
372388,6 16 23274 3254,4 19,43 

-Erro 

puro 
14,30 2 7,15 

  

Total 75500,84 16 
   

 

*Valores tabelados de F a p 0,05. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática 
 


