Hinc patriam sustinet

Instituto Superior de Agronomia
Universidade Técnica de Lisboa

Extraccao e Encapsulamento de Compostos Bioactivos do

Bagaco de Azeitona

Claudia Sofia Caeiro Duarte

Dissertacao para a obtencdo do Grau de Mestre em

Engenharia Alimentar

Orientador: Professora Doutora Maria Luisa Beirdo da Costa

Co-Orientador: Doutora Catarina Martins Duarte

Jari:
Presidente: Doutora Margarida Gomes Moldao Martins, Professora Auxiliar do Instituto
Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.

Vogais: Doutora Maria Luisa Duarte Martins Beirdo da Costa, Professora Catedratica
Aposentada do Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa;
Doutora Maria Gabriela Bernardo Gil, Professora Associada Aposentada do Instituto
Superior Técnico da Universidade Técnica de Lisboa;
Doutora Catarina Maria Martins Duarte, Investigadora Auxiliar do Instituto de

Biologia Experimental e Tecnoldgica.

Lisboa, 2011



AGRADECIMENTOS

E com grande aprego que expresso 0s meus sinceros agradecimentos a todos a que, directa ou indirectamente,
contribuiram para a realizagéo deste trabalho, em particular:

= A Professora Doutora Eng.? Maria Luisa Beirdo da Costa, minha orientadora, pelo constante apoio e
esclarecimentos prestados durante a execugdo deste frabalho. A sua orientacdo e rigor cientifico foram
essenciais para a concretizacéo deste trabalho;

» A Doutora Catarina Duarte, minha co-orientadora, pelo incentivo, apoio, disponibilidade e entusiasmo que
sempre demonstrou desde o inicio deste projecto. Os seus esclarecimentos foram imprescindiveis para a
execucdo deste trabalho.

= A Professora Doutora Eng.? Gabriela Bernardo Gil, por ter disponibilizado a instalagdo supercritica para a
realizacdo dos ensaios de extracgao. Esteve sempre disponivel para qualquer divida que surgiu aguando das
visitas ao Instituto Superior Técnico. Os véarios ensaios de extrac¢do por CO, supercritico foram realizados sob
sua superviséo e orientacéo;

= Atoda a equipe do ITQB/IBET pela ajuda e apoio dados na execugéo de anlises realizadas nesse centro,
em especial & Doutora Eng? Ana Matias pela paciéncia, boa disposi¢éo ¢ interesse pessoal pelo tema; bem como
as suas colaboradoras, Ana Nunes e Rita Ramos pela realizagdo de analises importantes como método de
ORAC e HORAC

= A Eng.? Paula Vasconcelos, bem como a todos os elementos da sua equipe, do Laboratério de Estudos
Técnicos do I.S.A, pela disponibilidade e apoio prestado durante a realizagdo das analises por cromatografia
gasosa. Um agradecimento especial a Eng® Helena, Ofélia e Andreia;

= Atodo o pessoal técnico da Seccao de Ciéncias e Tecnologia dos Alimentos, nomeadamente a Marilia, D?
Graziela e D? Julia pela importante ajuda, apoio, amizade e esclarecimentos transmitidos durante a realizagdo da
parte pratica deste trabalho;

= A Doutora Eng.? Sara Beirdo da Costa, que gentilmente me proporcionou tempo necessario para finalizar
este trabalho durante o decorrer do meu estagio profissional sob sua supervisao.

= Um agradecimento especial a todos que me acompanharam durante o tempo passado em laboratorio, pelo
que brotou uma enorme amizade, companheirismo e néo sd... que nao se perca com o passar do tempo. De
tantos para enunciar ndo poderia deixar de mencionar a Doutora Carla Teceldo, Doutor Vitor Alves, Eng.? Mara
Pereira e Eng.? Joaquina Pinheiro.

= A Rosério Pinto, secretaria do D.A.LAT., pelo permanente apoio, boa disposi¢do, amizade, incentivo e
paciéncia que me transmitiu e demonstrou durante a execugéo do trabalho pratico;

=  Finalmente, aos meus pais pelo constante apoio e paciéncia nos momentos mais criticos.



RESUMO

Os subprodutos da industria alimentar podem ser uma importante fonte natural de compostos bioactivos e o
bagaco de azeitona é um exemplo disso. Pretendeu-se, com o presente trabalho, estudar a viabilidade da
extracgdo por CO, supercritico, na obtengdo de compostos bioactivos do bagago de azeitona. Procurou-se

também preservar o potencial antioxidante pelo encapsulamento dos extractos em matriz de uso alimentar.

Foram conduzidos ensaios de extracgdo por CO, supercritico mantendo constantes as condigces de pressao
(250 bar) e temperatura (40 °C), tendo-se conduzido ou ndo um pré-tratamento e diferentes niveis de hidratagéo.
Nestes ensaios obtiveram-se rendimentos de extracgdo entre 8 e 12% (m/m). Todos os extractos supercriticos
foram quantificados em termos de composicdo em acidos gordos, esterois e polifendis totais. Sendo conhecido
que o potencial antioxidante do bagaco de azeitona estd fortemente relacionado com os teores de tirosol e
hidroxitirosol, procedeu-se também & sua quantificacdo. A actividade antioxidante foi determinada recorrendo
aos testes ORAC e HORAC.

Paralelamente, procedeu-se a extracgao dos compostos bioactivos do bagago por solventes organicos tendo-se

obtido rendimentos de extracgéo de 13% (m/m).

Os extractos obtidos que revelaram melhores caracteristicas, nomeadamente de bioactividade, foram

encapsulados em matriz de inulina por atomizacao, e avaliados em termos de actividade antioxidante.

Palavras-chave: Bagaco de azeitona, CO. supercritico, Compostos bioactivos, Actividade antioxidante,

Encapsulamento, Atomizac&o.



Extraction and Microencapsulation of Bioactive Compounds from

Olive Oil Processing solid Wastes

ABSTRACT

The food industry by-products such as olive oil processing solid waste are an important source of natural
bioactive compounds. The aim of the present work was to extract bioactive compounds from olive pomace using
supercritical carbon dioxide extraction and to investigate the viability of their encapsulation in a food-stuff carrier

as a way of protection from antioxidant properties losses.

Several supercritical extractions were performed at a 250 bar and a 40 °C with and without pre-treatments and
levels of moisture content were also tested. Yields between 8 and 12% (w/w) were achieved and fatty acid
content, sterols and total poliphenolic compounds were evaluated in all supercritical extracts. Since there are a
strong correlation between antioxidant activity and poliphenolic compounds, the two most representative phenals,
hydroxytyrosol and tyrosol, were identified and quantified. Antioxidant activity was also investigated using ORAC
and HORAC methods.

Extraction of bioactive compounds from olive pomace in soxhlet apparatus were also carried out for control and

yields of 13% (w/w) were achieved.

Encapsulation of the most bioactive extract achieved was performed by spray-drying using inulin as the wall

material and antioxidant activity was evaluated.

Key-Words: Olive oil solid waste, Supercritical CO,, Bioactive compounds, antioxidant activity, Encapsulation,

Spray-drying.



Extraction and Microencapsulation of Bioactive Compounds from

Olive Oil Processing solid Wastes

EXTENDED ABSTRACT

The interest in functional foods increased dramatically in the past years as a result of the growing awareness of
the health benefits and consumer demand for high quality food products enriched in natural bioactive compounds,
such as carotenoids, tocopherols and phenolic compounds. These compounds had drawn attentions in several
areas of research due to their results in epidemiologic studies, suggesting a protective effect against a few types
of cancer and cardiovascular diseases. Natural products are preferred over synthetic ones but strict regulations
relating nutritional and toxicity levels are still needed. Food processing by-products, including olive oil extraction

pomace may be a good source of bioactive compounds, namely tyrosol and hydroxytyrosol.

In this scope, the aim of the present work is to obtain added-value compounds from olive oil solid by-product
using supercritical carbon dioxide extraction and to investigate the viability of their encapsulation as a way of

protection from antioxidant properties.

Supercritical carbon dioxide extractions (CO, SFE) were carried out at a pressure, temperature and flow rate of
250 bar, 40 °C and 1,7x10* m/s, respectively. The effect of a pre-treatment (pressurized fluid in the loaded
extractor for one hour) was tested and compared with the control extraction. In both cases, yields of 12% (m/m)
were achieved after 210 minuts of extraction. The same yield obtained after 8 hours with chemical extraction.
Different levels of moisture content (10, 15, 20 and 40%) were also evaluated using the pre-treatment extraction
condition. In these cases yields between 8 and 12% (m/m) were obtained. In all supercritical extracts fatty acid
content, sterols and total poliphenolic compounds were evaluated. The sterol fraction was determined by gas-
chromatography (GC) and didn’t show any change in composition or quantities along the several extractions
performed, but the recovery of the fatty acids, also determined by GC, was compromised when the olive oil solid
waste was rehydrated to a 40% of moisture content. Total phenol content was evaluated colourimetrically at 765
nm using Folin-Ciocalteau reagent. Total phenolic content was also determined on the olive oil solid waste after
being submitted to a CO, SFE because of their hidrophilic nature. Results revealed that the total phenol content
decreased with the increasing moisture content of the solid by-product suggesting that part of these compounds
had passed to the supercritical extract. Thus, contents of total phenols were respectively 950; 702; 423 and 380
mg EAG/ 100g olive oil solid waste for olive oil solid waste moisture content of 10, 15, 20 and 40%. The
supercritical extraction pre-treatment exerted a positive effect on the recovery of the phenolic compounds when
compared to the control extraction or even to the original vegetable matrix reaching 1 040 mg EAG/100 g olive oil

solid waste.



The two most representative phenols, hydroxytyrosol and tyrosol, were identified and quantified by HPLC-DAD-
ED. Both were observed in all supercritical extracts. Antioxidant activity was investigated using ORAC and

HORAC methods and reveled high antioxidant activity for almost of the extracts.

Encapsulation of the supercritical extract with the highest bioactivity was performed by spray-drying using inulin
as the wall material. The same procedure was carried out for a chemically extracted control in order to evaluate
the antioxidant activity of both kind of encapsulated products. Losses of bioactivity and poliphenolic compounds
were observed in encapsulated products but supercritical extracts shown to be more stable to a possible thermal
degradation during encapsulation process than extracts recovered by conventional extraction. Yet, encapsulation
of bioactive compounds were successfully produced, ensuring the protection of poliphenolic compounds and

preserving some of the bioactivity.

CO, SFE was confirmed to be an efficient solvent for recovering added-value compounds with relatively high
antioxidant activity from olive oil solid waste. Such by-product revealed to be a complex and rich source of
different bioactive compounds, particularly in hydroxytyrosol, and can be used as an alternative to synthetic
antioxidants in order to increase food stability against lipid peroxidation, and protect living systems from oxidative

damage by scavenging oxygen radicals.

The incorporation of such encapsulated extracts in food industry may contribute to a better industrial handling
without compromising losses on their bioactivity therefore promoting health benefit and also to prolong shelf life of

the food products.

Key-Words: Olive oil solid waste, Supercritical CO,, Bioactive compounds, antioxidant activity, Encapsulation,

Spray-drying.
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| - INTRODUGAO E OBJECTIVOS

A industria do azeite constitui uma das actividades agro-industriais mais antigas e com mais tradicGes culturais
nos paises da orla mediterranica, representando um sector fundamental na estrutura da produgéo agricola e
econdmica desses paises. Actualmente, cerca de 95% da superficie oleicola mundial esta concentrada na Bacia
Mediterranica, sendo que os paises produtores da Unido Europeia (Espanha, Italia, Franga, Grécia e Portugal)
s80 responsaveis por cerca de 71% da produgao a nivel mundial. Os outros principais paises produtores s&o a
Tunisia (4,1%), a Turquia (5,4%), a Siria (6,6%), Marrocos (5,1%) e a Argélia (1,6%). De acordo com a FAO
(http://www.faostat.fac.org), em 2009 Portugal encontrava-se na nona posi¢do do ranking mundial com uma
produgéo de 53 300 toneladas de azeite. Segundo o INE (http://www.ine.pt), Portugal em 2010 produziu cerca de
686 832 hl de azeite.

Com o crescimento anual de produgéo de azeite, verificado em todos os paises produtores de azeite, levantam-
se problemas relacionados com o dimensionamento/ capacidade dos lagares para laborarem continuamente e
fazerem escoar os produtos produzidos, azeite e subprodutos. Esta situacdo estara sempre presente porque as
praticas culturais aliadas a possibilidade de se aumentar o olival ira proporcionar maior produgédo de azeite
gerando cada vez mais residuos e subprodutos. As quantidades de residuos e subprodutos que se geram,
embora ndo sejam considerados perigosos e serem biodegradaveis, podem constituir um grave problema
ambiental. Normalmente, os subprodutos da industria do azeite, quer sejam as aguas rugas, bagago de azeitona
ou folhas de oliveira, séo direccionados para a agricultura como fertilizantes, usados como fonte de energia nos

lagares e alimentagédo animal.

Por exigéncia de um consumidor cada vez mais esclarecido e alertado para os perigos de contaminagdo dos
alimentos e das leis que restringem a utilizagéo de solventes organicos na industria alimentar, nos ultimos anos,
as industrias alimentar e bebidas, farmacéutica, cosmética e naturopata desenvolveram um interesse acrescido,
por antioxidantes naturais, em detrimento dos sintéticos, por serem susceptiveis de causarem efou promoverem

efeitos negativos na saude humana.

Neste contexto a valorizagdo dos subprodutos da industria alimentar como uma proeminente fonte natural de
antioxidantes apresenta-se como especialmente interessante para as indUstrias farmacéutica e alimentar,
acrescentando componente funcional com vista ao desenvolvimento de novos produtos e/ou de ingredientes

alimentares.



Introdugao e Objectivos

Existe ja clara evidéncia cientifica de que os compostos bioactivos destas matrizes apresentam propriedades
antivirais, antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias, propriedades anti-carcinogénicas, de inibicdo de
aterosclerose e de estimulagéo da tirdide, e de que se incorporados nos alimentos promovem n&o s6 a melhoria
da qualidade desses mesmos alimentos como podem trazer beneficios para a saide humana (de Leonardis et
al., 2008).

A extracgdo de compostos naturais a partir de material vegetal € muitas vezes efectuada através de solventes
organicos, muitos deles téxicos ou ndo autorizados para a industria alimentar. A extrac¢éo por fluidos no estado
supercritico surge como uma alternativa a extracgao por solventes organicos, que de entre inumeras vantagens,
serdo mais relevantes a sua elevada selectividade, obtencdo de extractos inocuos, baixa temperatura de
extraccdo podendo assim preservar os compostos mais termodegradaveis. No caso da extrac¢do de compostos
bioactivos a utilizacdo de CO. supercritico € o mais referenciado. Para além das vantagens mencionadas, é

inerte sem causar prejuizos para o meio ambiente e disponivel com elevado grau de pureza a baixo custo.

A quantidade de bagago de azeitona produzida anualmente e elevado teor em compostos bioactivos como
polifendis, esterois vegetais e acidos gordos monoinsaturados que este contém, justificam a sua extracgdo a
partir deste subproduto. Tendo em mente o interesse destes compostos, pelos beneficios acima referidos e
atendendo a que os extractos supercriticos sdo indcuos, equacionou-se este processo para a obtencdo de

compostos bioactivos a partir de bagago de azeitona.

O presente estudo com o tema Extracg¢do e encapsulamento de compostos bioactivos de bagago de azeitona
inseriu-se no projecto financiado pela FCT - Projecto PTDC/AGR-ALI/67194/2006 e seguiu uma linha de
investigacéo sobre a valorizagdo de subprodutos da industria alimentar, e neste caso em particular, o bagago de
azeitona, como fonte de compostos bioactivos susceptiveis de fomentar ndo s6 a qualidade dos alimentos como
também trazer beneficios para a saude humana. Constitui assim, o objectivo deste trabalho a valorizagdo do
bagaco de azeitona como fonte natural de compostos bioactivos, nomeadamente os compostos fenélicos e em
particular o hidroxitirosol, utilizando metodologias limpas para o efeito. Procurou-se também preservar o

potencial antioxidante pelo encapsulamento dos extractos em matriz de uso alimentar.

O desenvolvimento experimental incluiu trés etapas consecutivas e complementares:
1. Caracterizagéo e selecgdo dos bagacos de azeitona;
2. Estabelecimento das condicbes de extracgdo por CO, supercritico e extraccdo dos compostos
bioactivos da matriz em estudo e caracterizacdo dos respectivos extractos;
Encapsulamento dos compostos bioactivos do bagaco de azeitona;
4. Estudos da bioactividade (capacidade antioxidante) dos extractos encapsulados e né&o

encapsulados.
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Enquadramento Teorico

1. OLIVICULTURA E INDUSTRIA DE EXTRACGAO DE AZEITE

1.1.  Consideragoes Histéricas
Cré-se que a plantagéo das oliveiras comegou por volta do quarto milénio antes de Cristo nas regides agora
denominadas por Siria e Palestina. Ha testemunhos relacionados com outras origens, nomeadamente Asia
Menor, Etiépia, Egipto e india. A disseminacdo da oliveira pelo Ocidente iniciou-se com os fenicios que

utilizavam a arvore e/ou os seus frutos como moeda de troca no comércio maritimo (Boskou, 2006).

Com a dominancia do Império Romano sobre a Grécia, Asia Menor e o Egipto, o comércio no mar mediterraneo
expandiu permitindo a difusdo do azeite e seus derivados néo s6 para fins alimentares como também para fins

farmacéuticos e energéticos (Chazau-Gilling, 1994 cit. in Boskou, 2006).

Em Portugal, os vestigios da presenca da oliveira datam da idade do bronze. Aproveitando os conhecimentos de
enxertia, técnicas de moagem da azeitona e fabrico de anforas para transporte e armazenamento do azeite,
trazidos pelos fenicios e melhoria do tratamento do olival pelos romanos varios aperfeicoamentos foram feitos ao

longo do tempo (Saramago, 2001 cit. in Aires, 2007).

Os portugueses contribuiram para a expansao da cultura da oliveira através das expedi¢des maritimas pelo
continente americano e, hoje em dia, encontra-se disseminada um pouco por todo o Mundo, desde a Europa, a
Argentina, Chile, México, Estados Unidos da América, até a Australia, Japdo, e Republica da Africa do Sul e a

varios paises do Norte de Africa, entre outros.

1.2.  Caracterizagédo da Arvore e Fruto
A oliveira € o nome comum que compreende 35 espécies. Trata-se de uma arvore de porte médio, de folhas
persistentes, que pertence ao género Olea e familia Oleaceae. Encontra-se dispersa por climas tropicais a
climas mais temperados do globo terrestre entre os paralelos 30 e 45 dos hemisférios norte e sul

(www.casadoazeite.pt).

A azeitona, fruto da oliveira, consiste numa drupa com forma oval. E constituida pelo pericarpo e endocarpo
(carogo). Pode pesar entre 2 a 12 g embora haja variedades que possam atingir um peso de 20 g. O pericarpo é
constituido pelo epicarpo (pele) e pelo mesocarpo (polpa) que representa cerca de 65 a 83% do peso total. O
endocarpo representa cerca de 13 a 30%. O epicarpo encontra-se protegido exteriormente por ceras e vai
alterando a sua cor inicial de verde para preto a medida da evolugédo da maturagdo (Boskou, 2006). O quadro 1

reporta a constituicdo quimica da azeitona e respectiva polpa em valores percentuais médios.

A azeitona sofre um processo de maturagéo lento, de alguns meses, e varia de acordo com a latitude, variedade,

condigbes edafo-climaticas e praticas culturais (Boskou, 2006). De acordo com Montedoro et al., (1986) o estado
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de maturacdo da azeitona contribui com 30% na qualidade do azeite extraido seguidos de 20% para a

variedade, 5% colheita, 15% transporte e armazenamento pré-extracc¢do e 30% para o sistema de extraccéo.

Quadro 1 - Composicao quimica do fruto, em valores médios (adaptado de Boskou, 2006)

Peso
(%)
Fruto
. Epicarpo
pacpcan)  Pericarpo Mesocarpo Polpa 65-83
POLPA
lesocarpo C
piescesep) Endocarpo S arogo 13-30
SEMENTE emente
(Endocarpo)
Polpa
Humidade 50
Lipidos (azeite) 22
Glucidos 19
Proteina 1,6
Celulose 58
Cinzas 15
Pectinas
Outros compostos  Acidos organicos
importantes Pigmentos

Glicosidos de fenois

1.3. Caracterizagao do Sector Oleicola

1.3.1. A Nivel Mundial
Actualmente, cerca de 95% da superficie oleica mundial esta concentrada na bacia mediterranica, sendo que os
paises produtores da Uni&o Europeia (Espanha, Itélia, Franga, Grécia e Portugal) s&o responséaveis por 71% da

producao de azeite a nivel mundial.

De acordo com os dados oficiais da FAOSTAT (www.faostat.org), a producdo mundial de azeite, em 2009,
situou-se na ordem das 2.91 milhdes de toneladas. A Espanha € o maior produtor de azeite, com uma produgao
de 1199 200 t, seguido da ltalia (587 700 t) e Grécia (332 600 t). Portugal ocupa o 9° lugar no ranking mundial e
0 4° lugar a nivel europeu, com uma producao em azeite de 53 330 t (dados oficiais da FAOSTAT referentes ao
ano de 2009). Outros principais paises produtores sdo a Tunisia (4,1%), a Turquia (5,4%), a Siria (6,6%),
Marrocos (5,1%) e a Argélia (1,6%) (www.casadoazeite.pt). Os paises produtores sdo 0s principais
consumidores de azeite (mais de 95%) e esta concentragdo geografica do consumo tem origem ndo s6 em
factores econdémicos (consumo de um produto local), mas também em factores historicos e socioldgicos, tal

como o costume e a preferéncia adquirida por tradigao (Aires, 2007).

O consumo de azeite na Unido Europeia representa cerca de 63% do consumo mundial, embora o consumo de
azeite em paises que tradicionalmente ndo eram consumidores, como os Estados Unidos da América, tenha

sofrido um forte crescimento nos Ultimos anos. De facto, nos Estados Unidos da América o consumo quase
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duplicou em 15 anos, atingindo actualmente cerca de 260 000 toneladas anuais e colocando este pais como o

terceiro maior consumidor a nivel mundial (www.casadoazeite.pt).

1.3.2. A Nivel Nacional

Em Portugal, a produgéo de azeite tem um importante impacto socio-econdémico. Nos ultimos anos este tem
aumentado, na medida em que se tem verificado um aumento da produgao de azeite devido a extenséo do olival
e da introducdo de melhores préaticas agricolas. Actualmente, de acordo com os dados oficiais do INE
(www.ine.pt), existem 539 lagares espalhados por Portugal Continental, menos 23 que em 2009. S6 na regido da
Beira Interior laboram 144, contudo sdo as regides do Alentejo e de Tras-os-Montes que mais contribuem para a
producdo de azeite, que segundo os dados oficiais do INE (www.ine.pt) para o ano de 2010 obtiveram uma
produgéo de 344 875 e 182 918 hl, respectivamente, num total de 686 832 hl.

Apesar de ser um pais que face ao seu consumo em azeite, ndo é auto-suficiente, tem ainda a capacidade de
exportar, sobretudo para o Brasil que absorve cerca de 65% do total das exportagces nacionais de azeite

(www.casadoazeite.pt).

1.4. Sistemas de Extracgao de Azeite
O azeite, termo arabe az-zait, que significa sumo de azeitona (azeite e agua), € uma gordura sintetizada
naturalmente nas azeitonas como substancia de reserva que disponibiliza a energia necessaria ao
desenvolvimento do fruto. E obtido da azeitona exclusivamente por processos mecanicos em condigdes, que néo

induza alteragéo.

A extracgdo de azeite realiza-se desde tempos imemoriais, por processos que foram sendo melhorados, no
sentido de se obter uma maior eficacia na separagdo do mosto oleoso (&dgua e azeite) do fruto (Gouveia &
Saldanha, cit. in Aires, 2007).

O azeite comegou por ser extraido dos frutos por esmagamento e adi¢do de agua, com recurso ao almofariz e
pildo de pedra. Num outro método, designado por “método de compresséo e enxaguamento”, as azeitonas eram
colocadas num saco e batidas numa selha, sendo o azeite depois extraido torcendo o saco. A extracgéo era

ajudada pela adi¢do de agua a ferver (Amouretti, 1996 cit. in Aires, 2007).

Outra técnica antiga usada no Médio Oriente envolvia a utilizagdo de pias escavadas na superficie rochosa, ao
ar livre, com um pendente suave, em que 0 esmagamento das azeitonas era feito com recurso a rolos cilindricos
com movimento de vaivém. Outros métodos existiram ao longo dos tempos, traduzindo o apuramento da técnica.
Uma descoberta importante foi a do moinho com més ou galgas rotativas, que tera surgido no século Il a.C. Este

processo tinha a vantagem de resultar de um movimento rotativo e ndo de um movimento de vaivém, dando
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assim continuidade ao processo de moenda, com muito bons resultados na preparacdo da pasta para extracgéo
do azeite e tornando possivel a utilizagdo da tracgdo animal e, mais tarde, a forga da &gua, do vento e
maquinaria. Apds a moenda, a pasta de azeitona era entdo levada as prensas. Também estas evoluiram ao
longo dos tempos: nas mais antigas (prensas de torre, de cunha e de parafuso), a pressdo era exercida
directamente sobre a pasta de azeitona, surgindo depois outras prensas que funcionavam pelo sistema de
alavanca (prensas de vara simples, vara e tambor, de vara e parafuso ou de vara e quintal), com melhores
rendimentos e que utilizavam capachos ou seiras. As prensas de varas chegaram até ao séc. XX e ainda se
encontram hoje, alguns exemplares em lagares de azeite e de vinho. Com a revolugéo industrial e a aplicagao do
vapor ao lagar, surgem novas maquinarias e as prensas de varas sao substituidas por prensas hidraulicas. Mais
tarde, surgem os centrifugadores horizontais ou decanters, que permitindo o funcionamento dos lagares em
modo continuo, melhoraram os rendimentos e as condi¢des higieno-sanitarias das instalagbes e reduziram a

quantidade de mao-de-obra necesséria (Gouveia & Saldanha, 2002 cit. in Aires, 2007).

Em Portugal, operam, sobretudo, trés sistemas de extrac¢éo de azeite: o sistema classico (pressao), sistema de
extracgao continuo de trés fases e o sistema de extracgdo continuo de duas fases. O sistema tradicional ainda é
o mais utilizado sobretudo entre as regides do Minho, Ribatejo e Oeste, embora o sistema continuo de duas
fases esteja a ganhar terreno sendo o sistema mais utilizado na regido do Alentejo. De acordo com o INE
(www.ine.pt) e para 0 ano de 2010, produziu-se 47 914 hl de azeite pelo sistema tradicional, 116 527 hl através

do sistema continuo de trés fases e 522 391 hl pelo sistema continuo de duas fases.

1.4.1. Caracterizacdo dos Sistemas de Extrac¢do

Independentemente do processo de extraccdo utilizado, existe uma fase inicial que é transversal aos trés
sistemas. Compreende uma série de etapas que engloba a pesagem e descarga da azeitona no lagar, limpeza e
lavagem (remog&o de ramos, pedras, terra, folhas). O processo de extracgao, seja ele qual for, requer primeiro
que os frutos sejam dilacerados e reduzidos a pasta por meio de uma moenda e batedura, respectivamente. A
moenda promove a ruptura das paredes celulares e das biomembranas das goticulas permitindo a libertagéo das
gotas de azeite que se encontram na polpa da azeitona (Aires, 2007). A batedura consiste num batimento lento e
continuo da massa de azeitona, que simultaneamente é aquecida. Tem a finalidade de aumentar a percentagem
de azeite livre, favorecendo, por um lado a fusdo das goticulas de azeite em gotas maiores e por outro,
rompendo a emuls&o azeite/ agua facilitando a separacédo das fases (Di Giovacchino (1991) e Garcia (2004) cit.
in Aires, 2007). O rendimento em azeite e a sua qualidade depende destas duas etapas pelo que devem ser
devidamente controladas, no que respeita ao grau de moenda, duragéo da batedura e temperatura da pasta
(Gouveia, 1995).
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O Sistema Classico, Tradicional ou de Prensas, baseia-se no facto de, em condi¢bes apropriadas e sob a acgéo
da presséo, a pasta de azeitona colocada entre os capachos, liberta 0 mosto oleoso (fase liquida constituida por

azeite e agua), que por decantagdo obtém-se o azeite através da diferenga de densidades.

A necessidade em aumentar a capacidade de produgao e rendimentos de extracgéo levou ao desenvolvimento
de um novo sistema de extrac¢do e na década de 70 surge um novo sistema de extrac¢do continuo designado
por sistemas de 3 fases. Porém, até & década de 80, a extraccdo de azeite era feita exclusivamente pelo sistema

tradicional de prensas.

O sistema de 3 fases separa os trés constituintes principais da azeitona: azeite, agua de vegetagdo (em conjunto
com a agua adicionada durante o processo e as substancias que sao solubilizadas, constituindo as chamadas
aguas rucas) e o bagago ou também chamado de residuo sdlido (constituido por pele, polpa e carogo).
Caracteriza-se pela adi¢do de agua a pasta de azeitona batida que se faz passar por uma centrifuga horizontal,
decantor, de modo a separar a parte sélida do mosto oleoso. O mosto passa depois por uma centrifuga vertical

onde se separa 0 azeite da agua de vegetagao.

Os problemas ambientais associados as aguas rugas levaram a procura de novas metodologias de producdo de
azeite, mais amigas do ambiente. Surge assim o sistema de duas fases o qual permite reduzir substancialmente

o0 volume de efluente produzido.

O sistema de 2 fases é semelhante ao anterior com a diferenca de que a agua existente no sistema € eliminada
conjuntamente com a fase sélida, mais himida, portanto. Este sistema tem a vantagem, em relagéo ao sistema
de 3 fases, de produzir azeites com maior teor em antioxidantes naturais, como por exemplo, os polifenéis. No
entanto, também este sistema néo € totalmente indcuo em termos ambientais, uma vez que se produzem

bagagos mais humidos quando comparados com os dois sistemas anteriores.

Actualmente, perante a implementac&o do processo de 2 fases e a melhoria da tecnologia de extracgdo que
permite diminuir as perdas de azeite para o bagago, 0 escoamento dos bagacos de azeitona (de 2 e 3 fases)
passou a constituir um problema importante para os lagareiros, transformando-se num custo o que até ha pouco
era uma fonte de rendimento adicional para o sector (Rosa et al., 1997 cit in Baeta-Hall, et al., consultado em 01-
Outubro-2011).

A figura 1 representa, de uma forma muito sistematizada, a evolugao dos sistemas de extracgéo de azeite ainda

usados nos dias de hoje.




Enquadramento Teorico

Sistema Tradicional de Prensas
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Y g
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Figura 1 - Evolugo dos sistemas de extracgao de azeite (adaptado de Vlyssides et al., 2004).

Multiplos estudos tém-se focado em avaliar o efeito de parédmetros de processamento como o tempo,
temperatura e uso de enzimas no decorrer dos processos de extracgao e de que formam afectam a qualidade e
propriedades nutricionais do azeite, com 0 objectivo de esgotar os bagagos e dguas rugas nos compostos de
interesse. Por exemplo, Artajo et al. (2007) estudaram o efeito da malaxagem no perfil fendlico da pasta de
azeitona e a reparticdo dos compostos fendlicos pelos subprodutos resultantes da extracgdo do azeite, a nivel
industrial, considerando ainda trés periodos de colheita e producdo. Verificaram perdas importantes nos
diferentes grupos fendlicos para a fase solida, diminuicdo progressiva do teor total de alcoois fenélicos com o

tempo na etapa de malaxagem.

1.4.2. Vantagens e Desvantagens dos Sistemas de Extrac¢do
Sendo diferenciados 0s processos de extraccdo descritos apresentam vantagens e desvantagens,
como se pode constatar pelo resumo apresentado no quadro 2, pelo que a utilizagédo de um ou de outro

deve ser equacionada caso a caso.
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Quadro 2 - Vantagens e Inconvenientes dos trés sistemas de extraccdo de azeite (Aires, 2007)

Sistemas de Prensas

Sistema Continuo de
Trés Fases

Sistema Continuo de
Duas Fases

Principais Vantagens

Menor Investimento Inicial;
Reduzida poténcia instalada;

Menor gasto energético;

Menor volume de agua que o
de 3 fases;

Bagacos mais secos;
Maior valor do bagaco;

Volume de &gua ruga menor
que no de 3 fases;

Continuidade do processo

Elevada capacidade de laboragéo
€ produtividade horaria

Possibilidade de automatizagao

Ocupa menos superficie que as
prensas

Azeite com menor acidez que o
das prensas

Melhores caracteristicas
organolépticas do azeite obtido
com azeitonas defeituosas

Continuidade do processo

Elevada capacidade de laboracéo e
produtividade horéria

Possibilidade de automatizagao
Ocupa menos superficie que as prensas

Azeite com menor acidez que o das
prensas

Melhores caracteristicas organolépticas
do azeite obtido com azeitonas
defeituosas

Menor volume de agua do que no de 3
fases

Reduzido volume de agua ruca logo
menor risco de polui¢do ambiental

Azeite com maior teor em antioxidantes
logo mais estavel

Principais Inconvenientes

Processo descontinuo,
produtividade limitada;
Equipamento que ocupa muito
espago

Necessidade de muita m&o-de-
obra

Dificuldade em manter uma
correcta higiene ao longo do
processo

Consumo de capachos e sua
possivel contaminagéo

Maior custo de investimento que
nas prensas;

Maior consumo de &gua;

Maior perda de substancias
antioxidantes na agua ruca;

Maior producao de aguas rucas e
maior perigo de contaminag&o
ambiental.

Maior custo de investimento que nas
prensas;

Menor controlo visual e maior
necessidade de controlo analitico;

Necessidade de pessoal especializado;

Bagaco com mais humidade, maior
volume e maior dificuldade de extracgao
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2. IMPACTO AMBIENTAL DOS RESIDUOS E/OU SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE
EXTRACQAO DE AZEITE

A industria oleica produz uma quantidade substancial de residuos e subprodutos quer seja a montante ou a

jusante do processamento industrial do azeite. Entre os residuos e os subprodutos constam as aguas rugas, o

bagaco de azeitona que inclui a polpa, peles, carogos e sementes das azeitonas, e folhas de oliveira que séo

eliminadas antes das azeitonas serem processadas. Ainda sdo pouco valorizados e conduzidos sobretudo para

fertilizantes, alimentag&o animal e compostagem (Bouaziz et al.; 2008).

As aguas rugas, produzidas pelo sistema de trés fases, contém menos gorduras do que as que se geravam pelo
sistema tradicional de prensas, mas provocam um impacto ambiental importante, o que originou ¢ aparecimento
de legislagdo no sentido de obrigatoriedade do seu tratamento antes de serem descarregadas nos meios

hidricos ou nos solos vizinhos.

A extraccdo de azeite, quer seja por prensagem, quer seja por um sistema continuo de trés fases (azeite, aguas
rucas e bagago de azeitona) ainda com relativa expressao nos paises produtores de azeite, conduz a problemas
ambientais sérios devido as grandes quantidades de residuos produzidos, sobretudo a quantidade de &gua
utilizada nestes dois tipos de extraccdo. O sistema de 3 fases envolve a adi¢do de grandes quantidades de agua
(cerca de 50 L/100 Kg pasta de azeitona), resultando numa produgéo de aguas rugas de cerca de 30 milhdes m3

s0 a nivel europeu (Borja et al., 1997).

No sistema de extraccdo de duas fases, a quantidade de agua necessaria ao processo € significativamente
menor 0 que, de uma forma geral diminui a quantidade de residuos produzidos. Trata-se de um processo que

esta a ganhar terreno face aos outros sistemas em muitos paises produtores de azeite.

Os principais compostos orgénicos que constituem estes produtos séo agucares, compostos azotados, acidos
volateis, poli-alcoois, pectinas, lipidos e polifendis (D'Annibale et al., 1998; Lafka et al., 2011). Estes constituintes
sdo altamente poluentes e fitotoxicos e que por serem resistentes a degradacéo biolégica podem causar efeitos
nocivos a flora e fauna nos locais onde sdo depositados (Schieber et al., 2001). Segundo Bisignano et al. (1999)
sd0 os compostos fendlicos os responsaveis pela sua toxicidade, actividade antimicrobiana e consequente
reduzida degradacéo biolégica. A extrac¢do de compostos biologicamente activos, nomeadamente os polifendis,
das &guas rugas tornam este residuo altamente poluente, numa fonte natural de antioxidantes. Estes compostos
fendlicos séo capazes de inibir a accdo de espécies reactivas de oxigénio, susceptiveis de desencadearem
varias doengas humanas e responsaveis pela degradacdo oxidativa de alimentos (de Marco et al., 2007).

Tornam-se portanto, um objecto de grande interesse por parte das industrias alimentar e farmacéutica.

E neste contexto que tém surgido diversos trabalhos de investigagdo no sentido de procurar solugdes

alternativas para a utilizagdo do bagago de azeitona e de outros subprodutos provenientes da producdo de
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azeite, que permitam o seu aproveitamento e diminui¢do do impacto ambiental. Contudo, face a uma maior

preocupacdo ambiental todos os residuos sao tratados de forma a aumentar rendimentos e conservar energia.

3. VALORIZAQAO DOS SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE EXTRACQAO DE AZEITE

Ainda n&o existe um sistema unico que trate todos os residuos/ subprodutos resultantes da produgao de azeite
derivado as limitagbes técnicas, econdmicas ou simplesmente pela natureza Unica de cada subproduto. A
produgéo do azeite virgem encontra-se em expansdo e em rapido crescimento o0 que para satisfazer a procura
levard concomitantemente & producdo de maiores quantidades de subprodutos, pelo que urge encontrar
métodos e tecnologias que os valorizem, assim como politicas ambientais que favoregam protocolos que incluam

a valorizagdo dos residuos (Morillo et al., 2009).

Desde a década de 90 tém vindo a ser desenvolvidos trabalhos de visando a valorizagdo dos subprodutos da
industria do azeite. A Unido Europeia iniciou um projecto “Antioxidantes Naturais a partir de Aguas Rugas
resultantes da Industria de Extraccdo de Azeite” de modo a desenvolver processos de extrac¢do de compostos

fendlicos a partir dos subprodutos. (Obied, et al., 2005).

Apesar de haver muitas propostas para a valorizacdo dos subprodutos da industria do azeite entre as quais
estdo incluidas a aplicagdo para fontes de energia renovavel (Vitolo et al., 1999), ou compostagem (Vlyssides et
al.; 1996) foi também proposto para ser usado como substrato de baixo custo para a producdo de xantana
(Lopez & Ramos-Cormenzana, 1996), etanol (Ballesteros et al., 2001) e oxidases de fendis (Fenice et al., 2003).
A produgao de compostos com actividade antioxidante como é o caso dos compostos fendlicos presentes nos
subprodutos da industria do azeite constitui uma alternativa vidvel para a valorizagdo destes desperdicios

eventualmente problematicos (Obied et al., 2005).

Outras formas de utilizagdo dos bagagos de azeitona visa a producao de bioenergia. Sens6z, Demiral, & Gercel,
(2006) conduziram um trabalho utilizando o bagaco de azeitona, proveniente de extraccdo classica, para a
producéo de energia renovavel através da pirélise sob diferentes condicdes de temperatura, calor, tamanho de

particula, fluxo de azoto no rendimento da reacgéo e respectivas composi¢des do bio-6leo.

De facto, os subprodutos da industria oleicola sdo importantes fontes naturais de compostos de valor
acrescentado como o hidroxitirosol ou outros compostos fenolicos com actividade antioxidante (de Marco et al.,
2007). De acordo com Lesage-Meessen et al., (2001) o sistema de extrac¢éo de 2 fases produz um bagago rico

em hidroxitirosol de concentracdo ente 10 a 100 vezes maior que o presente num azeite.
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A figura 2 representa, de forma muito sucinta o reaproveitamento industrial dos diversos subprodutos da

industria de extracgao de azeite.
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Figura 2 - Diagrama esquematico que exemplifica os principais subprodutos e respectivos destinos industriais da industria do azeite
(Federici et al., 2009).

3.1.

O bagago de azeitona é definido como um dos subprodutos da industria de extracgao de azeite e constituido

O Caso Particular do Bagago de Azeitona

pela polpa, caroco e tegumento da azeitona. As respectivas propor¢des variam consoante a variedade da
azeitona, condigdes edafo-climaticas e o sistema de extracgdo adoptado. No entanto, vérias referéncias
bibliograficas referem uma constituicdo em polpa e pelicula que ronda os 30 a 35%, carogo também com cerca
de 30 a 35% e 25 a 55% de agua.

O bagago contém ainda uma quantidade de azeite residual (5 a 8%), que ja ndo € possivel extrair por meios
fisicos sendo a sua extrac¢do conseguida recorrendo a solventes organicos, permitidos por lei para a industria
alimentar. O dleo obtido designa-se por 6leo de bagago de azeitona bruto, porque nele ainda constam
compostos indesejaveis, como produtos primarios e secundarios de oxidagao, pigmentos, acidos gordos livres,
residuos de solventes, gomas e mucilagens (Ganhé&o, 2003). Para que este 6leo seja introduzido na alimentagéo
humana como 6leo de bagago de azeitona, tera que sofrer uma refinagdo de modo a eliminar estas substancias

de modo a obter-se um dleo isento de acidos gordos livres e produtos tdxicos (Proctor & Clark, 1993).

Em média, 100 Kg de azeitona correspondem a cerca de 40 Kg de bagaco e que um Kg de bagago é composto

por 400 g de polpa e 600 g de carogo (Freitas, 2007).
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O bagago de azeitona é um material muito himido e pastoso, de pH &cido, rico em matéria organica onde quase
metade € lenhina, com conteudos interessantes em azoto e potassio e que apresenta concentragdes
significativas de gorduras e compostos fenélicos (Rosa et al., 2000b e 2001; cit. in Baeta-Hall et al., consultado a
1-Outubro-2011). A sua baixa degradabilidade, quando depositados no meio ambiente, deve-se as fraccdes
fendlica e lipidica sendo essencialmente aos compostos fendlicos que se atribuem as propriedades
antibacterianas e fitotoxicas (Baeta-Halll, et al., consultado a 1-Outubro-2011). A presenca destes compostos
fendlicos livres tem a sua origem nos processos de hidrolise dos glucésidos e dos ésteres presentes na polpa da

azeitona durante a elaboragéo do azeite.

4, COMPOSTOS BIOACTIVOS

4.1. Conceitos e Fungoes
Os principais fitoquimicos com bioactividade presentes nos vegetais sdo os polifendis, terpendides,
glucosinolatos e outros compostos que possuem na sua estrutura o enxofre. Estes compostos sdo responsaveis
por inumeras caracteristicas que conferem qualidade aos produtos e/ou seus derivados (vinho, sumos, etc.),
nomeadamente a cor, sabor, aroma (Tomas-Barberan & Espin, 2001). Estes compostos s&o geralmente
metabolitos secundarios que desempenham fungbes especificas na planta tais como protec¢do aos raios
ultravioletas e libertacdo de odores de modo a atrair animais para assegurar a polinizagdo e dispersdo de

sementes entre outras fungdes (Harborne, 1982).

4.2. Actividade Antioxidante
A principal caracteristica dos compostos antioxidantes é a capacidade de resgatar os radicais livres. Os radicais
livres e espécies oxigénio estao presentes em todos os sistemas bioldgicos. Estes radicais livres oxidam &cidos
nucleicos, proteinas, lipidos ou DNA podendo mesmo desencadear doengas degenerativas. Os compostos
antioxidantes como os acidos fendlicos, polifendis e flavonoides captam os radicais livies como os peréxidos,
hidroperdxidos e lipidos peréxilos e como tal inibem os mecanismos de oxidagdo que conduzem a doencas

degenerativas.

A capacidade antioxidante depende de sinergias entre os constituintes presentes nos alimentos pelo que a
combinagéo de dois ou mais métodos de determinagao da capacidade antioxidante permitem compreender os

mecanismos de actuagdo sobre os radicais livres (Matias, 2008).

Os métodos mais frequentemente utilizados sédo ORAC, FRAP, TEAC e DPPH. O método de ORAC (Oxygen

Radical Absorvance) é o considerado para os sistemas biolégicos, uma vez que mede a capacidade de resgate
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do radical peroxilo (ROQ*), o radical livre mais abundante. O método FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power)
mede a capacidade que os compostos antioxidantes tém em reduzir o complexo ferrico-tripiridiltriazina. Este
método apresenta a desvantagem de ndo estabelecer uma rela¢do directa entre a capacidade de redugéo e

actividade antioxidante uma vez que o método n&o inclui um substrato oxidavel (Frankel & Meyer, 2000).

Os métodos TEAC e DPPH sdo operacionalmente simples e por isso 0s mais usados. O método TEAC é
baseado na capacidade dos antioxidantes em captar o radical 2,2-azonobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfanato)
(ABTS*). Este método tem sido bastante criticado uma vez que este composto ndo é encontrado nos sistemas
biologicos (Rodriguez-Amaya, 2010). O método DPPH é baseado na captacéo do radical DPPH. Este radical
encontra-se comercialmente disponivel mas ndo possui similaridades com os radicais altamente reactivos que se

formam durante a peroxidagéo lipidica, constituindo uma desvantagem deste método (Frankel & Meyer, 2000).

O método de HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity) permite quantificar a capacidade de resgate efou
inibir a produgéo do radical hidroxilo (HO*). O radical hidroxilo, bem como o perdxilo, fazem parte de um conjunto
de principais radicais livres desencadeadores de stress oxidativo celular responséveis por promoverem doengas
cardiovasculares, varios tipos de cancro, doengas degenerativas, como a doenga de Alzheimer e Parkinsson e

envelhecimento celular (Fitd & Covas, 2007).

Existe uma forte correlagdo entre o contetido de polifendis totais e a actividade antioxidante sendo considerado
como 0s maiores contribuintes para a actividade antioxidante nos alimentos, uma vez que os métodos reflectem
a capacidade de resgate dos radicais livres que é o principal motor de funcionamento dos compostos fendlicos.
Os polifendis totais sdo geralmente determinados pelo método de Folin-Ciocalteu. E um dos métodos mais

antigos e mais usados como um mecanismo de reac¢éo de oxidacado/ redugéo (Prior et al., 2005).

4.3. Compostos Bioactivos no Bagago de Azeitona de maior Relevéancia

4.3.1. Compostos Fendlicos
Nos ultimos anos, os compostos fendlicos tém despertado um interesse acrescido na comunidade cientifica das
mais diversas areas pela correlagdo entre a potencial actividade antioxidante e possiveis efeitos contra as

doencas degenerativas (Artajo et al., 2007).

O azeite apenas contém na sua composicéo 2% de fraccéo fendlica da azeitona, o que significa que os restantes
98% dos fendis totais permanecem nos subprodutos da industria do azeite (bagago com 45% e aguas rugas com
53% aproximadamente) (Rodis et al., 2002 cit. in Obied et al., 2005). Isto faz com que estes subprodutos sejam
potenciais fontes de uma variedade de compostos fendlicos com diferentes niveis de actividade bioldgica. Os
compostos fendlicos presentes nos subprodutos podem ocorrer naturalmente no fruto ou podem-se formar

durante o processamento pela partigdo de fases lipidica e sélida (Obied et al., 2005).
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A ocorréncia de compostos fendlicos especificos nos subprodutos depende da cultivar, grau de maturagao,

condigdes edafo-climaticas, tempo de armazenamento e método de extraccdo de azeite (Obied et al., 2005;).

Entre os varios compostos fendlicos, apenas a oleuropeina, o hidroxitirosol e o tirosol serdo mencionados pelas

respectivas especificidades, caracteristicas deste tipo de matriz.

4.3.1.1. Oleuropeina
E o fenol mais abundante nas folhas de oliveira (60-90 mg/g base seca) (Le Tutour & Guedon, 1992) embora

estejam igualmente na arvore e fruto (pele, polpa e carogo) (Servili et al., 1999).

Durante a extracgéo de azeite e mais concretamente nas etapas de esmagamento e malaxagem, a oleuropeina
e a dimetiloleuropeina sdo hidrolisadas por glicosidases presentes no fruto para as formas dialdeidicas da
oleuropeina agliconica (3,4-DHPEA-EA). As agliconas tornam-se solUveis na fase lipidica enquanto que os

glicosidos permanecem nas aguas rucas (Cortesi et al., 1995 cit. in Shahidi & Naczk, 2006).

Ha cerca de 30 anos que se tem estudado os diversos subprodutos da oliveira (folhas, rebentos/gomos,

azeitona: polpa, carogo e semente, madeira, casca e raizes) de forma a isolar a oleuropeina.

A oleuropeina séo atribuidos varios beneficios: prevengdo de doengas cardiacas, proteccdo de enzimas e
células hipersensiveis em pacientes cancerigenos (Bonoli et al., 2004). Como vasodilatador, a oleuropeina
aumenta a velocidade da corrente sanguinea na artéria coronéria e melhora a arritmia (Zarzuelo et al., 1991).
Favorece o metabolismo lipidico reduzindo problemas de obesidade (lwai et al., 2005 cit. in Japon-Lujan et al.,

2006); apresenta propriedades antivirais (Kubo et al., 1995; Ucella, 2001).

Esta provado que este composto é um forte antioxidante e possui propriedades anti-inflamatérias (Visioli & Galli,
2002). Outros estudos cientificos demonstraram que a oleuropeina possui igualmente actividade antimicrobiana

sobre virus, retrovirus, bactérias, leveduras, fungos, bolores e outros parasitas (Guinda, 2006).

Outros efeitos clinicos atribuidos a oleuropeina s&o a fortificagdo celular e do sistema imunitario através dos
macrofagos (Visioli et al., 1998), inibicio da agregacéo das plaquetas (Petroni et al., 1995) e redugéo de cerca
de 30% do nivel dos LDL (Visioli & Galli, 1994).

4.3.1.2. Hidroxitirosol
O hidroxitirosol (HT) ou 3,4-dihidroxifeniletanol € um dos compostos hidroxi-aromaticos que pertence ao grupo

dos secoiridoidos (de Leonardis, et al., 2008).

Em natureza, o HT nativo raramente se encontra na forma livre exceptuando nas azeitonas j& em estado de

maturag&do avancado devido a hidrélise da oleuropeina. O mecanismo natural de producéo de HT livre é através
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de hidrélise enzimatica o que requer especificamente as enzimas p-glicosidase e esterase. Contudo, a nivel
laboratorial e para processos industriais € a hidrélise por via &cida a mais corrente (de Leonardis et al. 2008). A

figura 3 descreve a conversdo da oleuropeina em hidroxitirosol mediante hidrélise levada a cabo por vias
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Figura 3 - Produgéo de hidroxitirosol através da hidrélise da oleuropeina por vias enzimatica e acida (de Leonardis et al., 2008)

O hidroxitirosol € o composto fendlico da azeitona mais extensivamente estudado. Actualmente, muitos estudos
sdo no ambito da biodisponibilidade e metabolismo humano para estabelecer os efeitos benéficos na saude
(Mir6-Casas et al., 2003). Schaffer et al. (2007) afirmam que as diferentes actividades bioldgicas afectam
diversos mecanismos de stress oxidativo e aparentemente ndo s6 in vitro mas também em ex vivo. Trata-se
portanto, de um alcool orto-difenil muito bioactivo com propriedades antioxidantes (de Leonardis et al., 2008) e
actividade anti-inflamatéria e anti-trombética estdo a ser investigados in vivo (Schaffer et al., 2007). Estes Ultimos
autores verificaram que HT oferece uma protecgdo neuroldgica e pode contribuir para diminuir a incidéncia de
doencas degenerativas, como é observado nos paises da orla mediterranea. Exerce ainda efeitos positivos no
sistema cardiovascular (Visioli & Galli, 1998a; Visioli & Galli, 1998b; Visioli & Galli, 1999). Aruoma et al. (1998)
verificaram que HT inibe a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Petroni et al. (1995)
demonstraram a inibic&o da agregacgéo das plaquetas. O HT demonstrou ainda actividade antimicrobiana in vitro
(Bisignano et al., 1999).

Um indice de maturagéo rapido na azeitona, promove um aumento de concentragdo de hidroxitirosol na polpa
(Artajo et al., 2007).

Contudo o hidroxitirosol ndo estd comercialmente disponivel em grandes quantidades para ser utilizado como

aditivo alimentar. Muitos métodos tém sido propostos para a produgdo de hidroxitirosol quer por via quimica
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(Tuck & Hayball, 2002) ou por sintese enzimatica (Espin et al., 2001) mas os protocolos normalmente séo
morosos e envolvem custos elevados, resultando num numero limitado de produtos comercialmente disponiveis
contendo hidroxitirosol puro com elevado custo. Muitos protocolos tém sido desenvolvidos no sentido de purificar
o hidroxotirosol e outros compostos fendlicos a partir dos subprodutos da indUstria do azeite mas encontram-se
patenteados (Japon-Lujén et al., 2006; de Marco et al., 2007; de Leonardis et al., 2008).

4.3.1.3. Tirosol
A par com o hidroxitirosol, o tirosol (TI) também designado por (2-hidroxi-etil)fenol, p-hidroxifeniletil alcool ou por
2-4-hidroxifenil-etanol, sdo os fendis mais representativos na azeitona e por conseguinte no azeite e ocorrem sob

a forma de esteres de acido elendlico secoiridoido.

O tirosol encontra-se sobretudo no bagago de azeitona, ao contrario do hidroxitirosol que esta presente em maior

quantidade no carogo/semente (Fernandez-Bolafios, et al., 1998).

Estudos efectuados por Papadopoulos & Boskou, (1991) demonstram que o tirosol possui um baixo factor de

protec¢do e que por conseguinte, praticamente ndo possui nenhum efeito antioxidante.

4.3.2. Fitosterdis
Os esterdis de origem vegetal sdo convencionalmente designados por fitosteréis. Sdo compostos tetraciclicos
biosintetisados a partir do escaleno. Apesar de ndo serem realmente lipidos, partilham algumas das suas
propriedades fisicas (Gunstone, 2008) e encontram-se sobretudo em dleos e gorduras constituindo a frac¢éo

insaponificavel (Kris-Ethorn et al., 2002).

A maior parte dos 6leos vegetais brutos contém cerca de 1000-5000 mg/Kg (0,1-0,5%) de fitosterois, em parte
como esterois livires e como esterois esterificados com os acidos gordos. No azeite, os esterois atingem
concentragdes entre os 1800 e 4939 mg/Kg (Mulinacci et al., 2005 cit. in Gunstone, 2008) e o seu decréscimo

durante o armazenamento esta associado com o aumento do indice de perdxidos.

Os fitosterdis sao ingredientes funcionais, e ndo sendo sintetizados pelo organismo humano séo fracamente
absorvidos e excretados rapidamente pelo figado pelo que se encontram em pouca abundancia nos tecidos
humanos (Ling & Jones, 1995). Apresentam no entanto grande importéncia néo s6 em termos nutricionais como
também do ponto de vista fisioldgico, uma vez que sdo responsaveis por baixar os niveis de colesterol e o LDL
no plasma sanguineo. Apenas o consumo de 1 g/dia de fitosterdis é suficiente para inibir a absor¢do do
colesterol, contudo o consumo médio diario é de apenas de 200 - 400 mg/dia dai a importancia de enriquecer
determinados produtos alimentares com este tipo de compostos. Um dos exemplos recai sobre as margarinas

(Belitz et al., 2009) sendo consideradas como alimentos funcionais. O nivel de esterdis num azeite ronda os 0,1-
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0,2% o que é relativamente baixo quando comparados com as margarinas vegetais hipocolesterémicas

disponiveis no mercado.

Os fitosterdis encontram-se em niveis muito baixos nos 6leos alimentares refinados, uma vez que a maior parte
é removida na etapa de desodorizacdo, contudo, estes e outros compostos podem ser recuperados por
processos de destilagdo e sdo uma fonte de grande interesse para a produgao de precursores farmacos a base

de esteréis (Gunstone, 2008).

O esterol mais representativo € o B-sitosterol, seguido do A-5-avenasterol e campesterol. Outros esteréis
presentes em menor quantidade s&o o sigmasterol, colesterol, brassicasterol, clerosterol, ergosterol, sitostanol,
campestanol, A-7-avenasterol, A-7-colesterol, A-7-campesterol, A-7-stigmastenol, A-5,23-stimastadienol, A-
5,24-stigmastedienol,  A-7,22-ergastadienol,  A-7,24-ergostadienol,  24-metileno-colesterol, e 22,23-

dihidrobrassicasterol. Na figura 4 encontram-se as estruturas quimicas dos fitosterdis mais representativos.
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos fitosterdis mais representativos (adaptado de Plumb et al., 2011).

Os fitoster6is podem apresentar outras propriedades bioldgicas importantes relacionadas com a redugéo de
espécies reactivas de oxigénio que sdo produzidas, regulando as enzimas e efeitos inflamatérios. Foram
observados efeitos antitumorais dos fitosterois, mais concretamente de B-sitosterol em células cancerigenas
provenientes do cancro da prostata. Verificou-se que o B-sitosterol diminuia o crescimento e induzia a apoptosis
das células. O B-sitosterol também evidenciou efeito benéfico no tratamento de hiperplasia prostatica de
natureza benigna. (Boskou, 2009). Os mesmos autores encontraram indicios que também o [3-sitosterol exerce

efeitos no cancro do colon e da mama in vitro.
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4.3.3. Alcoois Terpénicos
Os alcoois terpénicos encontram-se localizados sobretudo no epicarpo do fruto. Também designados de
triterpenos pentaciclicos, o eritrodiol (homo-olestranol,5-olean-12-ene-3(3,28-diol) e uvaol (A12-ursen-343,28-diol)
(figura 5) sdo os compostos mais representativos desta fraccdo (Bianchi et al, 1992). Apesar de estes
compostos se encontrarem no azeite virgem extra, os respectivos teores sdo mais expressivos no éleo de

bagaco de azeitona (Cafiabate-Diaz et al. 2007).

Os compostos triterpénicos possuem propriedades antioxidante e antitumorais (Allouche et al., 2010). Para além
disso o eritrodiol e 0 uvaol exibem um efeito protector sobre o DNA contra a acgéo do perdxido de hidrogénio
(Allouche et al., 2011).

Eritrodiol Uvaol

Figura 5 - Estrutura quimica dos dois alcoois triterpénicos mais representativos do 6leo de bagago de azeitona (Ramirez et al., 2006)

Rodriguez-Rodriguez et al. (2006) investigaram a acgéo dos alcoois triterpénicos presentes n o dleo de bagago
de azeitona, no vaso-relaxamento induzido da aorta em ratos com hipertensdo espontanea in vitro. Verificaram
que os triterpenos eritrodiol e uvaol induzem o vaso-relaxamento mas que o efeito se encontra dependente da

concentragao.

5. EXTRACQAO DE COMPOSTOS BIOACTIVOS

O sector dos ingredientes funcionais representa uma das areas de maior crescimento num segmento de
mercado novo mas ja instituido. Isto levou a que tecnologias de extrac¢do convencionais fossem modificadas e
novas tecnologias emergissem no sentido de se obter, a partir de fontes naturais, extractos puros e isentos de
solventes. A extracgao quimica € uma das técnicas de extracgao mais antigas que se conhece e se utiliza, cujo
objectivo néo se prende s6 em remover e separar 0s compostos de interesse de fracgdes insoluveis de elevado
peso molecular como também de outros compostos que possam interferir em etapas subsequentes do processo
analitico. Contudo, na ultima década, a crescente preocupagdo relacionada com a qualidade e seguranga
alimentar em paralelo com regulamentos estritos sobre a utilizagdo de solventes e os seus niveis residuais nos
produtos, levou a que a industria alimentar seguisse linhas de orientagao relacionadas com a preferéncia por

produtos naturais e obtidos por tecnologias “limpas”.
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5.1.  Processos Emergentes
Os processos emergentes, essencialmente de natureza fisica, surgem como alternativa aos processos
convencionais de extraccdo que implica a utilizag&o de solventes numa linha de trabalho acima do respectivo
ponto de ebuligdo e que pode conduzir & termodegradagdo dos compostos de interesse. Entre os varios
processos emergentes envolvidos em fendmenos de extracgdo citam-se as altas pressdes hidrostaticas, ultra-

sons, pulsos de campo eléctrico e extracgdo por fluidos supercriticos.

5.1.1. Extracgao Por Fluidos Supercriticos

5.1.1.1. Conceitos e Fundamentos
Em busca de alternativas menos poluentes surge uma tecnologia que recorre a manipulagao das propriedades
termodinémicas de certos solventes inertes para 0 ambiente e para 0os compostos a extrair. A tecnologia por
fluidos supercriticos aparece nesta sequéncia como primeira alternativa & extracgéo tradicional para extracgao,
fraccionamento e isolamento de compostos activos. Segundo Mukhopadhyay (2000), a descoberta da fase
supercritica, aconteceu em 1822 por de la Tour, contudo, s6 apenas ha trés décadas que o uso de fluidos

supercriticos foi aceite como uma nova técnica de separagao.

Designa-se por fluido supercritico (FSC) uma substéncia que se encontra a uma temperatura e presséo acima
dos seus valores criticos (Tc e Pc, respectivamente) ndo co-existindo uma regiao distinta de gas ou liquido acima

do ponto critico (figura 6).

Figura 6 - Diagrama de fases de uma substancia pura.

No estado supercritico, os fluidos exibem propriedades fisico-quimicas intermédias entre os gases e liquidos.
Isto permite que os fluidos supercriticos consigam dissolver compostos que sao fracamente dissolvidos por um

gés ou liquido.
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Os fluidos supercriticos possuem propriedades que os tornam atractivos em processos de extraccdo porque
possuem (Pereda, et al., 2007; Dean, 2009):

= Poder de dissolugao variavel (possui propriedades intermédias entre os gases e os liquidos);

= Elevada difusividade (facilita a penetrabilidade do fluido e consequente transferéncia de massa na
matriz vegetal);

= Baixa viscosidade, préxima dos gases (permite um escoamento apropriado do fluido e consequente
transferéncia de massa);

= Tenséo superficial minima (facilita a penetrabilidade do fluido no interior de matrizes pouco porosas);

= Densidade semelhante & dos liquidos (favorece a interac¢do entre solvente e compostos a extrair da

matriz;

Outras propriedades que tornam este tipo de extracgéo tao atractiva prendem-se com a elevada selectividade,
tempos de extrac¢do mais curtos, potencial redugéo de etapas de processamento e melhoramento da qualidade

do produto.

Este poder de dissolugao é influenciado pela densidade, que por sua vez, se encontra dependente do binémio
temperatura/ pressdo. Os constituintes dissolvidos no fluido supercritico podem ser separados fazendo variar

adequadamente as condigdes de pressao e temperatura (Ribeiro et al., 2007).

O principio basico de uma extracgdo por fluido supercritico reside na difusdo do solvente pela matriz vegetal,
quando aquecido e pressurizado, dissolvendo e transportando 0s compostos a extrair para fora da matriz (Dean,
2009). Em termos praticos, trata-se de um método de separagéo baseado no poder de dissolu¢do dos fluidos

supercriticos, que € controlado unicamente com pequenas variagdes de pressao e temperatura.

5.1.1.2. Factores que afectam a extracg¢do por fluidos supercriticos
E fundamental compreender as propriedades termodinamicas e parametros de transferéncia de massa
envolvidos numa extracgdo por fluidos supercriticos em matrizes biolégicas, estruturalmente complexas, de
forma a optimizar o processo de extracgao e por conseguinte maximizar a quantidade extractada dos compostos
de interesse. Os varios factores que afectam a extraccdo de compostos de valor acrescentado por fluidos

supercriticos sdo os seguintes:

e Solubilidade dos compostos bioactivos em fun¢do da temperatura e presséo de extrac¢éo;

o Transferéncia de massa ou coeficientes de difusdo dos compostos bioactivos nos fluidos supercriticos;
e Escolha da temperatura e presséo de extrac¢éo assim como pH, e velocidade superficial do fluido;

e Tamanho de particula da matriz e morfologia (flocos, gréos, etc.);

e Teor de humidade da matriz;
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A transferéncia de massa e a solubilidade dos compostos bioactivos nos fluidos supercriticos sdo influenciados
pela temperatura, pressdo, pH e velocidade superficial. Em processos de extraccdo por CO, supercritico a
pressdo desempenha um papel dominante, contudo, a aplicacdo de velocidades superficiais de CO, elevadas
conduz a compactacdo da matriz no extractor que resulta em passagens preferenciais do fluido ao longo da

matriz, condicionando toda a extracgéo.

O teor de humidade e o tamanho de particula também condicionam o rendimento de extracgdo. De uma maneira
geral, a redugéo do tamanho de particula aumenta a eficiéncia de extraccdo de compostos bioactivos por CO,
supercritico. Nagy e Simandi (2008) estudaram o efeito do teor de humidade e do tamanho de particula na
extracgao supercritica dos compostos bioactivos da paprika. Verificaram que um teor de humidade superior 18%

e tamanho de particula superior a 0,7 mm reduziu o rendimento de extrac¢do dos compostos pretendidos.

Vérios sdo os solventes com aplicabilidade em tecnologia supercritica, contudo, de entre eles, apenas alguns
sd0 recomendaveis para a obtencdo de produtos com fins alimentares, nomeadamente o etanol, agua e o
didxido de carbono (Shi et al., 2007). No entanto, de todos os fluidos supercriticos é o diéxido de carbono que se

destaca.

5.1.1.3. Dioxido de carbono como fluido supercritico
O didxido de carbono tem a particularidade de apresentar uma baixa toxicidade, temperatura e pressao criticas
baixas, elevada aplicabilidade em diversas areas o que faz dele a melhor alternativa relativamente a outros

fluidos supercriticos.

A molécula de CO; é apolar, ou seja, ndo possui momento dipolar, e quando se encontra no seu estado
supercritico também o € o que o torna tdo bom solvente na extrac¢do de compostos igualmente de natureza
apolar (Mukhopadhyay, 2000). Contudo, e de acordo com o mesmo autor, o facto de possuir quatro pares de
electrdes ndo ligantes consegue dissolver substancias fracamente polares ou com alguma polaridade a pressdes

muito elevadas (superior a 250 bar).

N&o obstante, de Valle & Aguilera (1988), constataram que para compostos de elevado peso molecular tais
como os polissacaridos, aminoacidos, agucares, proteinas, sais inorganicos e flavonoides séo relativamente

insolUveis no CO- supercritico.

5.1.1.3.1. Vantagens do CO, Como Fluido Supecritico
O diéxido de carbono retne propriedades que torna, relativamente aos outros, 0 mais qualificado na execugéo
de trabalhos de investigagdo e nas diversas induUstrias de extracgao e este facto deve-se as inimeras vantagens

que apresenta (Mukhopadhyay, 2000; Shi et al., 2007; Dean, 2009) nomeadamente:

23



Enquadramento Teorico

= Presséo critica moderada (73.8 bar);

=  Temperatura critica baixa (31.1°C);

= Toxicidade e reactividade baixa;

= Elevada pureza a baixo custo;

= Conveniente para extraccdes a operar a temperaturas inferiores a 150 °C;

= |deal na extracgao de compostos termolabeis;

= |deal na extracgao de compostos ndo polares (exemplo: alcanos);

= Extracgdo razoavel de compostos com polaridade moderada (exemplo: hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHSs) e bifenil policlorado (PCBs));

= Pode ser libertado directamente para a atmosfera;

= Pouca oportunidade para degradagéo na auséncia de luz ou ar;

= Sendo um gas a temperatura ambiente, pode ser directamente acoplado a um cromatografo gasoso
(GC) ou a uma instalagéo de extracgéo supercritica;

= Tempos de extracgdo curtos e elevado rendimento de extracgao.

5.1.1.3.2. Adig4o de co-solvente
A grande desvantagem na utiliza¢do do CO, como fluido supercritico prende-se com a sua natureza néo polar o
que significa que ndo favorece a extracgao de compostos de natureza polar. No entanto, esta limitagao pode ser

ultrapassada, adicionando um solvente orgénico polar.

E portanto, usual adicionar-se ao fluido supercritico um composto organico — co-solvente — numa concentragéo
de 1 a 5% mol e de volatilidade intermédia entre o fluido e os compostos a extractar, de modo a alterar as
caracteristicas do fluido em termos de polaridade e de interacgdes especificas sem modificar significativamente

a densidade e compressibilidade do fluido supercritico (Mukhopadhyay, 2000).

5.2. Extracgao Supercritica do Oleo De Bagago De Azeitona
Os primeiros estudos sobre a aplicagao da extracgéo por CO, supercritico no bagago de azeitona, em Portugal
devem-se a Esquivel (1994). O rendimento em dleo no bagago de azeitona pode atingir os 21,7% e este dleo
residual, € normalmente extractado por n-hexano e posteriormente refinado para ser utilizado para consumo
humano (Esquivel et al., 1994 cit. in Mukhopadhyay, 2000). Os mesmos autores verificaram que a extrac¢do por
CO; supercritico pode ser uma alternativa na recuperacao do 6leo de bagago de azeitona. de Lucas et al. (1998)
cit. in Mukhopadhyay, (2000), observaram que o rendimento de extracg@o aumenta com o aumento da presséo e
para 350 bar a 60 °C obtendo uma recuperac¢éo de 90% em 3 - 4 horas de extracgdo para um tamanho de

particula médio de 0,17 mm.
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A extraccao supercritica usando CO, é uma alternativa as técnicas convencionais de extracgao e adequada para
material bioldgico vegetal como o bagago de azeitona. Como ja referido na reviséo bibliografica, para além de
inumeras vantagens, trata-se de uma metodologia que permite trabalhar a temperaturas moderadas, ndo é

téxico e faciimente é separado do extracto ajustando os pardmetros pressao/temperatura.

6. MICROENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS BIOACTIVOS

Novos alimentos funcionais sdo constantemente desenvolvidos pelas industriais alimentar e de bebidas e
colocados no mercado com o sentido de reforgar ou adicionar nutrientes e compostos bioactivos como vitaminas,
minerais, antioxidantes, acidos gordos ricos em 6mega 3, extractos de plantas, prebidticos e probidticos e
enriquecimento em fibras. Muitos destes ingredientes apresentam susceptibilidade a degradacéo e/ou podem
interagir com outros componentes da matriz, conduzindo a uma perda na qualidade do alimento funcional. Uma
forma de contornar este problema é o de isolar os compostos bioactivos do meio envolvente. O
microencapsulamento € uma via para promover esse isolamento uma vez que os compostos activos sdo como
que envolvidos exteriormente por um material secundario que depois sera introduzido nos produtos alimentares

(Sanguansri & Augustin, 2010).

Tecnologias de encapsulamento e libertagao controlada sofreram um crescimento exponencial nas Ultimas duas
décadas. A industria farmacéutica foi pioneira e responsavel por estes avangos e apenas recentemente foi
adoptada e aplicada na industria alimentar. Muita investigagéo tem sido feita no ambito de encapsulamento e
técnicas de libertagao controlada, contudo, quando aplicados a sistemas reais, isto €, na introducdo dos produtos

alimentares e acg&o no organismo pouco se sabe sobre 0s seus mecanismos de acgao.

6.1. Defini¢ao e Conceitos
O microencapsulamento € um processo que permite que compostos sensiveis possam ser fisicamente retidos

numa matriz homogénea ou heterogénea conferindo-lhes proteccao (Beirdo-da-Costa et al., 2011).

A microcapsula é frequentemente referida na literatura como invélucro, membrana, parede, revestimento, matriz,
agente encapsulante. O conteudo a proteger apresenta igualmente varias designacdes entre elas, recheio,
carga, agente activo, composto activo, ou “core” do inglés. Na verdade, o material encapsulado pode estar
distribuido ou incrustado numa massa mais ou menos continua referente ao agente encapsulante ou fazer parte
de um complexo molecular. De acordo com Desai & Park (2005), também é possivel produzir microcapsulas com

varias substancias activas introduzidas numa mesma matriz (figura 7).
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Agente activo

Matriz encapsulante

Figura 7 - Representacdo esquematica do encapsulamento de substancias (Fonte: Soottitantawat, 2005).

Este mecanismo evita que interacgdes indesejaveis entre 0 composto activo e os constituintes do alimento ou a
que reacgdes quimicas possam conduzir & degradacdo do composto activo com consequéncias indesejaveis no

sabor, odor ou efeitos negativos para a saude (Sanguansri & Augustin, 2010).

Teoricamente, qualquer composto (acidos, lipidos, enzimas, microrganismos, aromas, adogantes, vitaminas,
minerais, agua, colorantes e sais) que necessite de ser protegido, isolado ou libertado controladamente no meio

pode ser encapsulado (Duarte, 2006).

Um dos desafios da engenharia alimentar consiste em conceber o microencapsulamento de um composto activo
em particular ndo esquecendo o fim para que é destinado. De acordo com (Sanguansri & Augustin, 2010), é
necessario o conhecimento de: (1) composto bioactivo; (2) os materiais encapsulantes apropriados; (3)
interacgdes entre 0 composto bioactivo, a matriz e o ambiente; (4) a estabilidade do composto microencapsulado
em armazenamento e quando incorporado no produto alimentar; (5) e os mecanismos de libertagdo controlada

do composto bioactivo.

A estrutura molecular do composto activo normalmente é conhecida, contudo a forma como o composto activo
interactua com o alimento, o destino depois de consumido, o local de acgdo caso se trate de um bioactivo € a

sua funcao no organismo depois de ingerido pode ainda néo estar esclarecido (de Vos et al., 2006).

O micro encapsulamento encontrou, deste modo, uma grande aplicabilidade em diversas areas, nomeadamente
em farmécia, nas industrias alimentar, do papel, perfumaria e cosmética, e em areas de menor aplicagcdo como

na producéo de lubrificantes e pesticidas (Reineccius, 1995).

6.2. Matrizes Encapsulantes
Existem disponiveis no mercado uma grande variedade de materiais susceptiveis de serem usados como
matrizes encapsulantes mas as escolhas mais frequentes recaem sobre os amidos modificados, as
maltodextrinas, as gomas, as proteinas e os aglcares (quadro 3). A seleccdo da matriz depende muito da
composicao quimica do material a encapsular, do método de encapsulamento, das caracteristicas desejadas da
microcapsula e da sua aplicagao industrial. Outras consideracdes envolvem, por exemplo, o custo de produgéo
(Westing et al, 1988).
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As matrizes devem proteger os compostos activos da oxidagdo, luz, humidade e de outras substancias
presentes no sistema, mascarar sabores, aromas e odores, retardar a libertagdo dos compostos activos, impedir
a saida de componentes volateis, possuir a capacidade de incorporar o composto activo em formas que

possibilitem o seu facil manuseamento e introdugéo na produgéo de alimentos (King et al., 1976).

Quadro 3 -Classes de materiais utilizados como matrizes encapsulantes no encapsulamento de ingredientes alimentares (Fonte: Desai &
Park, 2005).

Métodos de encapsulamento

Classe Matriz o
aplicaveis
. . . . Atomizacao, extrusdo, coacervacao,
Glicidos Amido, maltodextrinas, amidos modificados, ¢ ¢
sacarose, ciclodextrinas inclusbes complexas
L . . Coacervacdo, atomizacao, filmes
Carboximetilcelulose, metilcelulose, etilcelulose, ¢ ¢
Celulose : . .
nitrocelulose, acetilcelulose comestiveis
- . . Atomizacao, método da seringa (gel
Goma acécia, agar, alginato de sadio, ¢ ga (g
Gomas .
carragenina beads)
Lipidos cera, pgrgfma, cera de abelha, diacilglicerol, Emuls3o, formagao de filmes
0leos, acidos gordos
Proteinas Gluten, caseina, gelatina, albumina, Emuls3o, atomizagao

hemoglobina, péptidos

6.2.1. Requisitos Gerais de uma Matriz Encapsulante
Propriedades como permeabilidade, estabilidades térmica e mecanica, e estabilidade para com as substéncias a
encapsular sdo caracteristicas essenciais para a eficiéncia de encapsulamento. Contudo, nenhuma matriz
compreende todas as propriedades em simultdneo, sendo o mais frequente proceder a modificagdes quimicas
(adicionando antioxidantes, agentes quelantes e surfactantes) nas matrizes ja existentes de forma a alterar as
suas propriedades iniciais, reflectindo-se num melhoramento das propriedades fisicas e mecanicas (Desai &
Park, 2005).

De acordo com Pegg & Shahidi (1999) e Desai & Park (2005), para que se verifiquem estas condicdes, uma

matriz ideal deve possuir as seguintes caracteristicas:

= Boas propriedades reoldgicas, que se traduz numa baixa viscosidade, a altas concentragdes de modo a
facilitar o processo de encapsulamento;

= Boa capacidade para dispersar e emulsionar as particulas e estabilizar a emulséo produzida;

= N&o ser reactivo com as substancias a encapsular tanto durante o processo como no armazenamento;

= Capacidade para selar e manter a substancia na sua estrutura durante o processo e armazenamento;
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= (Capacidade para libertar completamente o solvente ou outras substancias usadas durante o processo
de encapsulamento;

= (Capacidade de proteccdo méxima ao encapsulado contra condigdes ambientais (e.g. oxigénio, calor,
luz, humidade);

= Solivel em solventes usados na industria alimentar (e.g. agua, etanol);

= Qualidade alimentar e baixo custo.

Os materiais escolhidos como agentes encapsulantes devem ser ainda formadores de filmes, flexiveis, inodoros,
insipidos e nao higroscépicos. Solubilidade em meio aquoso ou noutro solvente e/ou exibir uma fase de
transicdo como, fusdo ou gelificagéo séo por vezes, requisitos desejaveis e que estdo dependentes do composto
activo e de quando for incorporado no produto alimentar. Outros aditivos como emulsionantes, plastificantes ou
anti-espumas, sdo por vezes adicionados a formulagdo para afinar as caracteristicas finais do produto final

(Sanguansri & Augustin, 2010).

6.2.1.2. A Inulina como Matriz Encapsulante

6.2.1.2.1. Caracterizagao estrutural e fisico-quimica
Ainulina é uma fructana, também designada por fruto-oligossacarido, um termo amplo que compreende todos 0s
oligossacéridos indegestiveis que contém frutose na sua estrutura. Do ponto de vista estrutural, a inulina é
composta por uma cadeia de frutose podendo ou n&o ser terminada por uma unidade D-glucose (Figura 8). O
numero de unidades de frutose ligadas a uma unidade de glucose terminal varia de 2 até mais de 60 unidades,

ligadas exclusivamente por ligacdes 3 (2->1) (Baynast & Renard, 1994).
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Figura 8 - Estrutura quimica da inulina

Os diferentes tipos de inulina podem ser classificados de acordo com o grau de polimerizagdo (GP). O GP
exprime o numero total de unidades de frutose e glucose (Blecker et al., 2001). O GP da inulina, assim como a

presenca de ramificacdes, determinam as propriedades tecnolégicas e funcionais da inulina. A inulina de origem
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vegetal é geralmente pouco ramificada (1-2%) e com GP inferior a 200. J& a inulina de origem bacteriana é muito
ramificada (= 15%) e com GP da ordem dos 10 000 — 1 000 000 (Franck & Leenheer, 2002).

A inulina ocorre em muitas plantas sobretudo como fonte de reserva. Esta especialmente presente nas plantas
pertencentes a familia das Liliacea (alho-francés, cebola, alho e espargos), € na familia das Compositae
(tupinambo, chicoria) (Franck & Leenheer, 2002). Para além de ser uma fonte de reserva, duas fungdes
geralmente citadas s&o: a crioprotecgao, e regulacdo osmoética, permitindo a sobrevivéncia e o crescimento da
planta sob condi¢des de escassez de agua induzidas pela seca ou por baixas temperaturas. Durante o periodo
de seca, consideraveis quantidades de glucose, frutose e inulina sdo encontradas nas raizes e folhas (de Roover
et al., 2000). No inverno, a inulina da chicéria é hidrolisada, do que resulta num decréscimo das fracgbes GP

enquanto aumenta a frutose livre, que é osmoticamente mais activa que a inulina nativa.

A inulina é moderadamente soluvel em &gua (méximo de 10% a temperatura ambiente). Em solugéo apresenta
uma viscosidade relativamente baixa (1,65 mPa.s a 10 °C para uma solugéo de 5% de teor de sélidos e de 100
mPa.s para 30% teor de sélidos) (Frank & Bosscher, 2009). Em meios acidos, as ligagdes B (2-1) entre as
unidades de frutose podem parcialmente hidrolisar. A frutose é formada neste processo sendo mais pronunciado
para niveis de pH baixo, temperatura elevada. A inulina é estavel para pH superior a 4. Mesmo para valores de
pH baixos a hidrélise de inulina pode ser limitada até 10%, se os produtos tiverem teor de humidade superior a
70%, forem acondicionados a uma temperatura inferior a 10 °C ou tiverem estado sujeitos a um tempo de
conservagao curto. Para elevadas concentragdes (superior a 25% em agua para a inulina nativa e maior que
15% para inulina de cadeia longa) a inulina apresenta propriedades de gelificacdo. A inulina nativa é ligeiramente
doce (10% de poder adogante quando comparado com a sacarose) enquanto a inulina de cadeia longa nédo
apresenta poder adogante (Frank & Bosscher, 2009).

A inulina também melhora a estabilidade de espumas e emulsdes de algumas sobremesas, gelados, molhos e
outros. A inulina tem um papel importante na indUstria alimentar por ser considerada uma fibra dietética mas
também por ser um agente espessante e substituto de lipidos e agucares (Ronkart et al., 2010). A inulina
encontra-se comercialmente disponivel na forma de pd, pelo que também foi proposta como excipiente para

estabilizacdo proteica para a indUstria farmacéutica (de Jonge et al., 2007).

A escala comercial é extraida principalmente das raizes da chicoria. E um produto com baixos custos de
producgéo por se encontrar disponivel sob a forma de um p6 branco resultante do processo de secagem utilizado

ser a atomizagao (Ronkart et al., 2009).

6.2.1.2.2. Propriedades nutricionais
A inulina tem uma vasta aplicabilidade na indUstria alimentar ndo sé pelas suas propriedades tecnolégicas mas

também porque apresenta beneficios nutricionais importantes fazendo deste fruto-oligossacarido um ingrediente
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funcional Unico. Devido a sua estrutura quimica (ligagbes B (1-2)) que as enzimas digestivas humanas néo
conseguem hidrolisar, a inulina passa por tudo o sistema digestivo sem ser alterada. Cerca de 90% da inulina
ingerida chega ao cdlon e é completamente metabolizada pela microflora intestinal. Mesmo ingerindo uma dose

elevada ndo foi detectada nas fezes uma quantidade significante de inulina (Roberfroid, 1993).

Uma vez que os fruto-oligossacaridos ndo sdo absorvidos, cré-se que muitos dos seus efeitos benéficos na
saude advém da sua actividade prebidtica exercida no célon. Os fruto-oligossacaridos séo fermentados no célon
pela microflora residente promovendo o crescimento e desenvolvimento de bactérias benéficas em detrimento
das bactérias prejudiciais. Dentro do grupo dos fruto-oligossacéridos, a inulina é a principal fruto-fibra e

considerada como ingrediente funcional (Marinangeli & Jones, 2010).

Apresenta um baixo valor calorico e é completamente convertida sobretudo em &cidos gordos de cadeia curta

(acetato, proprienato e butirato), lactato, biomassa bacteriana e gases (Frank & Bosscher, 2009).

6.2.1.2.3. Capacidade de formagdo de capsulas
A utilizagdo da inulina como matriz encapsulante de compostos bioactivos € relativamente recente. Barreiros
(2009) e Beirdo-da-Costa et al. (2011) estudaram a viabilidade da utilizagdo da inulina como agente
encapsulante tendo sido usado como modelo o 6leo essencial (OE) de orégdo. Foi possivel concluir da eficiéncia
do encapsulamento na matriz de inulina que paralelamente (Duarte et al., 2011) foram também efectuados

estudos de encapsulamento em inulina de extractos ricos em licopeno proveniente de repiso de tomate.

6.3. Processos de Encapsulamento
O encapsulamento de ingredientes alimentares em matrizes pode ser conseguido mediante varios processos. A
seleccdo do processo de micro encapsulamento é baseada, tendo em conta as propriedades fisicas e quimicas
da substancia activa e da matriz e a sua aplicagdo. Estas microcapsulas podem atingir varias dimensdes, desde
micrémetros até milimetros e apresentarem uma grande variedade de formas consoante os métodos e materiais

usados para as produzir (Desai & Park, 2005) (quadro 4).
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Quadro 4 -Métodos de encapsulamento de compostos bioactivos e esquemas representativos (adaptado de Fang & Bhandari, 2010)

Métodos de

Encapsulamento Esquema Representativo

i 0% G20 N kivcis em & I
Atomizacio o 7 i soliveis em AUz
; Manz
Coacervagéo o Compostos: Binacivos
o Rede gel hidrocoladal
Litsosorias Bicamada fshlipidca
p %—'Composios insallveis em dgua
- Composios solives em douz
P Regido hidrofiica
¥ Regao hidroibhica
_;—" ~Querceing
; 1 Cavitate hdroBica
hclusdo Molecular ¥y /M= idrofdos
0., - =—beta ciclodextina
T Crstas de sacase
Co-cristalizacdo =

Nanoparticulas

Liofilizacéo

3 Compostos bioacivos sohiveis
=m &gua
-Manz

Fase aquosa

Parede celular de
levedura como agente
encapsulante

-Agente emulsionanie

Emulséo Camgosios bioacives sohiveis

A escolha do processo de micro encapsulamento baseia-se em varios parametros tais como: tamanho médio

desejado das particulas, propriedades fisico-quimicas do nucleo e do revestimento, aplicagbes do material micro

encapsulado, mecanismos de libertagio desejados, escala de fabrico industrial e os custos de processo (Santos,

2005). No quadro 5 apresentam-se de forma sucinta diferentes processos de encapsulamento e formas de

utilizagéo.

Quadro 5 -Alguns métodos de encapsulamento aplicados na indUstria alimentar (Fonte: Madene et al., 2006).

Métodos de

encapsulamento

Forma Aplicagbes

Produtos de confeitaria, leite em pd, sobremesas

Atomizacao Material pulverulento instantaneas, produtos aromaticos, bebidas
instantaneas
c < Pasta/material Pastilhas elasticas, pasta de dentes, alimentos
oacervagao . .

pulverulento/capsulas  processados termicamente

Leito fluidizante Material A Pratos preparados, produtos de confeitaria
pulverulento/granulos

“Spray cooling/chilling” Material pulverulento  Pratos preparados, gelados

Extrusao Material A bebidas instantaneas, produtos de confeitaria, chas
pulverulento/granulos

Incluséo Molecular

Produtos de confeitaria, bebidas instantaneas,

Material pulverulento snacks extrudidos
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Os processos de encapsulamento podem ser englobados em dois grupos:

Processos Mecanicos: Atomizacéo, “spray chilling/cooling”, leito fluidizante, extrus&o.

Processos Quimicos: Coacervacgéo, inclusdo molecular

Por ser o mais amplamente utilizado e por ser o0 método utilizado neste trabalho descreveremos apenas o

processo de atomizag&o.

6.3.1. Processo de Atomizagdo

Secagem por atomizagao, ou do inglés “spray-drying”, € sem duvida o método de encapsulamento mais utilizado

na Industria Alimentar principalmente pelas inUmeras vantagens que apresenta, nomeadamente, o baixo custo

de produgao, variedade de matrizes encapsulantes, boa retengédo de compostos volateis, boa estabilidade dos

encapsulados e producao em larga escala em modo continuo (Reineccius, 1988; Desobry & Debeaufort, 2011).

E por definicdo a transformagéo de produtos no estado liquido em particulas sélidas por meio de uma operagéo

de secagem a quente. O processo de encapsulamento por atomizagéo envolve: a formagao de uma emulsdo ou

suspensao contendo o material que servird de matriz e a substancia a encapsular; a nebulizacdo da emulséo no

interior de uma camara de secagem por circulagdo de ar seco e quente; a evaporagao da agua presente nas

goticulas da emulséo e retencéo da substancia a encapsular na matriz encapsulante.

Faze de
atomizag &0

Faze de
ewaporagio

Petiodo de
todificagdo
tmorfol dgica

M aterial
pulverulento
atormizado

/. o * Solugo de tansports
:'I [ ] [+] .. ': Cuomposto bioactho
| @ =mukionado

4

\ V Evaporagi o da dgua
‘ .-; Forrnag 3o da crozta

994% - o
Difuzdo selectiva do

¢
3\/. 2% composto bivactive

? Evaporagdo da dgua

b Difuzdo selectiva do
composto bioacdvo
v 5

A suspensdo ou emulséo formada, é bombeada para a cémara de
atomizagdo do secador, na qual se transforma num aerossol de finas
goticulas que quando entram em contacto com o ar quente, gerado no
interior da cAmara de secagem perde a adgua conduzindo a solidificagéo do
material de transporte e subsequentemente ao aprisionamento do

composto a proteger no seu interior (Tuley, 1996) (figura 9).

Figura 9 - Etapas do micro encapsulamento de aromas por atomizagao. (Fonte: Soottintawat, 2005).

Apresenta-se todavia como desvantajoso em materiais termossensiveis pela utilizagdo de temperaturas

elevadas e produz um pé muito fino (10 — 100 um de didmetro) que por vezes necessita de sofrer aglomeragéo

(Desobry & Debeaufort, 2011). As matrizes encapsulantes possuem ainda uma certa permeabilidade, podendo

32



Enquadramento Teorico

sujeitar os compostos encapsulados a fendmenos de oxidagao, levando a perdas dos componentes volateis e
diminuicdo da estabilidade durante o armazenamento, reduzindo os seus tempos de vida util (Reineccius, 1988),

para além de apenas se conseguir reter cerca de 20-30 % de substancias activas.

6.4. Mecanismos de Libertagao Controlada

Uma substancia presente num alimento pode ser libertada aquando do consumo ou ser impedida de se difundir
durante as diversas operagbes de processamento (exemplos: aromas, nutrientes). Em processo similar, um
aditivo pode ser libertado numa etapa especifica do processamento, mas estar protegido nas etapas
subsequentes (exemplos: acidos, agentes levedantes, agentes de ligagdes cruzadas) (Karel & Langer, 1988).

Segundo Risch (1995), algumas metodologias de encapsulamento permitem que determinada substancia activa
possa ser libertada lentamente ou ser libertada num momento especifico. O microencapsulamento é portanto,
uma solugéo légica na introdugdo dos compostos activos em alimentos funcionais, protegendo-os durante o
trénsito digestivo e aumentando a respectiva biodisponibilidade quando libertados num ponto estratégico do
corpo. Apresenta outras vantagens, nomeadamente dosagens mais reduzidas durante a formulagéo resultando

num menor custo de producéo (Sanguansri & Augustin, 2010).

De acordo com de Roos (2006), os factores que controlam a retengao e libertacdo das substancias activas séo
essencialmente a volatilidade dos seus componentes (factor termodinamico) e a resisténcia a transferéncia de
massa (factor cinético). Consequentemente, a substancia activa é libertada do sistema controladamente por

difus&o, biodegradacéo, intumescimento ou por pressao osmotica (Pothakamury & Barbosa-Canovas, 1995).

As vantagens que advém da existéncia de uma libertagao controlada séo as seguintes (Pothakamury & Barbosa-
Canovas, 1995):

= Qs ingredientes activos s&o libertados a taxas controladas por periodos prolongados de tempo;
= As perdas de ingredientes tais como vitaminas e minerais podem ser evitadas ou diminuidas durante o
processamento e cozedura;

= Os componentes reactivos ou incompativeis podem ser separados.

Quando se trata de alimentos processados termicamente, 0 maior perigo reside na perda de aroma, devido a
volatilizagao dos componentes volateis. Para controlar este problema, é essencial que depois do processamento
térmico haja uma concentragéo ainda elevada de aroma no produto para que aquando da ingestéo a libertagdo
do aroma n&o esteja comprometida (de Roos, 2006). Por exemplo, uma baixa volatilidade é exigida quando se
pretende uma capacidade de retengéo elevada durante o processamento térmico, enquanto que se exige uma
volatilidade elevada para que se tenha também uma intensidade de aroma elevada, de modo a ser perceptivel

quando ingerido (de Roos & Mansencal, 2003 cit. in de Roos, 2006). Dai uma vantagem sobre a aplicabilidade
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do encapsulamento como meio de proteccdo dos aromas quando séo introduzidos em produtos que serdo
processados termicamente. Face a isto, 0 encapsulamento deve melhorar a capacidade de retencdo do aroma
durante o processamento térmico, sem que afecte, de modo adverso, a sua libertacdo durante a ingestao do
produto. Outro facto a ter em conta é a capacidade de retencdo e/ou libertacdo, que se néo for verificado, ndo

faz sentido aplicar esta metodologia (de Roos, 2006).

Os principais factores que afectam a migragdo dos compostos activos encapsulados sdo a concentragdo do
composto encapsulado, peso molecular, solubilidade, difusividade, coeficiente de particdo entre o polimero e o
alimento, tempo, temperatura, polimero e composi¢do do alimento, e estrutura (densidade, cristalinidade,

cadeias ramificadas) (Desobry & Debeaufort, 2011).

Em termos quantitativos, a taxa de difusdo, também designada por coeficiente de difusdo ou difusividade, é
determinada segundo o modelo tedrico classico baseado na lei de Fick e expresso em m2s' (Desobry &
Debeaufort, 2011).

Num sistema homogéneo, a difusdo é definida como sendo a quantidade de massa transferida (R)
perpendicularmente, por unidade de &rea e de tempo e que é proporcional ao gradiente de concentragao
(equagéo 1).

_dM _ _dC

R=25="Dg

Equacéo 1

onde D corresponde ao coeficiente de difuséo (m2S-); A é a area (m2); C corresponde & concentragéo (gm3), to
tempo (s) e x corresponde a espessura do filme ou revestimento (m). A quantidade de composto que se encontre
revestido ou encapsulado e que migre do respectivo sistema para 0 meio (alimento sélido ou liquido) depende

das propriedades fisico-quimicas do alimento e polimero (Desobry & Debeaufort, 2011).
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IIl - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

Este capitulo contempla toda a actividade experimental desenvolvida, organizada em 3 sub-capitulos:

1. Caracterizagéo e Seleccdo do Bagago de Azeitona
Nesta fase procedeu-se a uma caracterizagdo preliminar de bagagos de 3 variedades diferentes com o objectivo
de seleccionar o material mais interessante para a extrac¢do de compostos bioactivos. Os ensaios preliminares
basearam-se sobretudo na caracterizacdo da fracgo lipidica, em termos de rendimento bruto, composi¢do em

acidos gordos totais e fitosterois.

2. Extraccdo de Compostos Bioactivos do Bagaco de Azeitona por CO, Supercritico
Apbs selecgdo do bagago de azeitona a utilizar, as condigbes de extracgdo por CO, supercritico foram
delineadas em 2 fases. Numa primeira fase avaliou-se a eficiéncia da extraccdo supercritica para um
determinado valor de presséo e temperatura e a influéncia de um pré-tratamento nas mesmas condicdes. O pré-
tratamento consistiu numa pré-pressurizacdo da amostra, durante 1 hora, antes de comegar a extrac¢do
propriamente dita. Na segunda fase, estudou-se a influéncia do teor de humidade do bagago de azeitona na

eficiéncia de extraccdo supercritica e caracterizagao dos extractos resultantes.

3. Encapsulamento dos Compostos Bioactivos do Bagaco de Azeitona
Nesta fase, procurou-se estudar a viabilidade do encapsulamento por atomizacdo, do extracto do bagaco de
azeitona mais interessante em termos de bioactividade, em matriz de inulina. Extracto obtido por extrac¢édo
convencional foi igualmente encapsulado em matriz de inulina para comparac&o e validagdo dos processos de

extracgao e encapsulamento face aos objectivos tragados no ponto 1.



Materiais e Métodos

1 - Caracterizacéo e Selec¢ao do Bagago de Azeitona

1.1. Material e Métodos

1.1.1. Material Vegetal
Foram recepcionados dois bagacos de azeitona da cultivar Arbosana (provenientes de duas extraccdes
consecutivas) e um bagago de cada cultivar - Arbequina e Koroneiki, todos resultantes do sistema de extraccdo
de duas fases da industria Elaia- Grupo Sovena.

Os bagacos de azeitona foram acondicionados em camara frigorifica até & data de utilizagao.

1.1.2. Reagentes
- Eter de petréleo 40-60°C (Fisher Scientific)

1.2. Métodos
1.2.1. Determinagéo do Teor de Humidade
O teor de humidade dos quatro tipos de bagaco de azeitona foi determinado em estufa, a 100-105°C, até peso

constante. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

1.2.2. Caracterizagdo dos Extractos Lipidicos do Bagaco de Azeitona obtidos com Eter de
Petrdleo
Os bagagos de azeitona foram sujeitos a uma extracgao em aparelho de soxhlet utilizando éter de petréleo como
solvente, segundo o método interno praticado pelo laboratério acreditado L.E.T. (Laboratério de Estudos
Técnicos) baseado na Norma Portuguesa NP-2568. A metodologia encontra-se descrita no anexo 1. Os
compostos presentes no extracto lipidico foram quantificados por técnicas cromatograficas realizadas também
no L.E.T.

1.2.2.1. Quantificagdo dos Acidos Gordos Totais
O teor e composicdo em &cidos gordos foram determinados nos extractos por cromatografia gas-liquido. O
método adoptado para esta determinagéo assenta-se no que se encontra descrito no Regulamento (CE) n°
796/2002 com o anexo XB. As andlises foram efectuadas no cromatografo Perkin Elmer, auto system nas
seguintes condi¢des cromatograficas:
= Temperatura do injector - 250 °C;
= Temperatura do detector - 260 °C

= (as de arraste - 20 Psig;

= Volume de injec¢éo — 0,5 uL
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As condigbes de aquecimento do forno encontram-se descritas no quadro 6.

Quadro 6 - Condigdes de andlise dos 4acidos gordos totais por GC

Taxa de aumento Temperatura Hold
de temperatura ?’C) (minutos)
(°C/minuto)
0,0 165 45
75 230 15

1.2.2.2. Quantificacdo dos Fitosterois
Os extractos obtidos foram analisados por cromatografia em fase gasosa com coluna capilar de modo a
caracterizar e quantificar os fitosterdis do bagago de azeitona. O método adoptado para esta determinagéo
assenta-se no que se encontra descrito no Regulamento (CEE) n° 2568/91 com o anexo V. As analises foram

efectuadas no cromatografo Perkin Elmer, auto system nas seguintes condi¢des cromatograficas:

= Temperatura do injector - 320 °C;
= Temperatura do detector - 320 °C
= Temperatura do forno — 260 °C

= (s de arraste - 20 Psig;

= Volume de injec¢édo — 0,5uL

= Tempo de equilibrio -0,5 minutos
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2 - Extraccao de Compostos Bioactivos do Bagaco de Azeitona por CO2 Supercritico

2.1. Materiais e Métodos

2.1.1. Material Vegetal
Face aos resultados obtidos na 12 etapa, o delineamento experimental subsequente foi desenvolvido para o
bagaco da 12 extracgdo proveniente da variedade Arbosana, uma vez que foi a variedade cujo subproduto

forneceu extractos mais ricos nos compostos pretendidos e com maior rendimento de extracgao.

2.1.2. Reagentes
- Diéxido de Carbono 99,5% (m/m) de pureza (Air Liquid)
- Acetona (99,5%)
- Reagente de Folin-Ciocalteu (Panreac)
- Carbonato de Sodio Anidro (Panreac)

- Metanol (Panreac)

2.2. Métodos
2.2.1. Preparagdo do Material

2.2.1.1. Liofilizagao do Material
O bagaco de azeitona foi liofilizado num liofilizador TELABE - J.D.F. LF.10/BFC.

2.2.1.2. Redugéo da Dimenséo do Material por Moenda
Com o objectivo de homogeneizar o material e prepara-lo para as fases seguintes procedeu-se a moenda do
bagaco de azeitona de 2 fases liofilizado, utilizando para tal um moinho de martelos, modelo SK100C, marca

Retsch munido de uma malha com 1 mm de abertura de crivo.

2.2.2. Determinagdo da Granulometria
Apbs a moenda, o bagago de azeitona foi classificado granulometricamente recorrendo a um peneiro vibratério,
Filtra, constituido por uma sequéncia de crivos de malhas: 2 mm, 1mm, 0,5 mm, 0,355 mm, 0,032 mm, e

colector.
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2.2.3. Determinagdo do Teor de Humidade

Procedeu-se de forma semelhante a descrita no ponto 1.2.1.

2.2.4. Extracgdo por CO; Supercritico
Com base nos estudos anteriores (Matias, 2008 e Almeida, 2009), delinearam-se condi¢des de extraccdo
conducentes aos melhores rendimentos em extracto e riqueza destes em compostos bioactivos. Desenvolveram-

se ensaios em duas fases.

2.2.4.1. 1% Fase (influéncia de um pré-tratamento)
Foram testadas dois tipos de condigbes. A condigdo (A), condicdo ja utilizada por (Matias, 2008 e Almeida,
2009). A condig&o (B) foi definida com base na condi¢do (A) mas introduzindo um pré-tratamento, caracterizado
pela pressuriza¢ao inicial do extractor carregado com bagaco de azeitona durante uma hora, antes da extracgao
propriamente dita. Tracaram-se curvas de extracgao, em fungao do tempo, para ambas as condigdes. O quadro

7 sistematiza as condi¢Oes e os pardmetros envolvidos nesta 12 fase.

Quadro 7 -Delineamento experimental referente a extracgéo supercritica do bagago de azeitona da variedade arbosana

Condigoes Pressao Temperatura Caudal Tempo de Extracgao
(bar) (°C) (min)
1° ponto 30 min
. . 2° ponto 60 min
A 250 40 2 mL/min 3° ponto 60 min
4° ponto 60 min

Pré-tratamento (60 min)
1° ponto 30 min
B 250 40 2 mL/min 2° ponto 60 min
3° ponto 60 min
4° ponto 60 min

*(Matias, 2008 e Almeida, 2009).

2.2.4.2. 27 Fase (influéncia o teor de humidade na composigao dos extractos)
A 22 fase teve como objectivo estudar a influéncia do teor de humidade na matriz vegetal, na extraccdo
supercritica de compostos hidrofilicos, nomeadamente os compostos fendlicos. O bagaco de azeitona, contendo
inicialmente cerca de 4% de humidade foi re-hidratado para conter 10, 15, 20 e 40% de humidade. As extracgdes
estabelecidas para a 22 fase foram efectuadas mediante a condi¢ao de extraccéo (B) de forma continua durante

210 minutos.
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2.2.4.3. Descrigéo da Instalagdo e Obtencao dos Extractos
A instalacdo e/ou funcionamento da extracgdo supercritica envolve 4 zonas: (1) compressao, (2) extracgéo, (3)

descompressao e (4) recolha dos extractos.

A extracgdo supercritica iniciou-se com 0 CO, a uma pressao de 60 bar (correspondente a pressao da garrafa) e
foi comprimido por uma bomba de pistdo mantida a temperaturas de 0 °C até a presséo de trabalho (250 bar). O
extractor entretanto carregado com a amostra e previamente aquecido até a temperatura de extracgéo (40 °C),
fica preparado para se iniciar a extracgéo. Cerca de 40 a 50 g de bagaco liofilizado € moido foram utilizados para

os diversos ensaios de extracgdo por CO, supercritico.

Os valores de pressao e temperatura, apresentados no quadro 8, permitiram a precipitagdo dos extractos nos
vasos colectores. A recolha dos mesmos foi efectuada mediante sucessivas lavagens com acetona, de modo a
arrastar os respectivos solutos. Os extractos supercriticos foram evaporados até a secura em evaporador

rotativo Heidolf VV2000 com banho de agua Heidolf WB200 a 30 °C de modo a facilitar a remogéo da acetona.

Quadro 8 -Condigdes de recolha dos extractos

Pressao Temperatura
(bar) (C)
1° Colector 50 5
2° Colector 10 15

2.2.5. Caracterizagdo dos Extractos Supercriticos, Bagaco e Baga¢os Residuais

Os extractos provenientes quer da 12 fase quer da 22 fase, foram avaliados quanto a composi¢do em acidos
gordos e esterdis tal como descrito no ponto 1.2.2.1 e 1.2.2.2. respectivamente. Todos os extractos supercriticos
bem como o bagago de azeitona e 0s bagagos residuais (bagagos resultantes da extracgéo por CO, supercritico
ao fim de 210 minutos), foram analisados em termos de polifendis totais e composicdo em fendis,
nomeadamente em hidroxitirosol e tirosol. A quantificagdo dos polifendis totais foi determinada recorrendo ao
método colorimétrico Folin-Ciocalteu. A identificagdo e quantificagdo de hidroxitirosol e tirosol foram efectuadas
recorrendo ao HPLC-DAD-ED. A actividade antioxidante foi determinada de acordo com os métodos de ORAC e
HORAC.
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2.2.5.1. Determinagao dos Polifenoéis Totais
A determinacdo dos polifendis totais foi feita recorrendo ao método colorimétrico adaptado por Aimeida (2009)
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. O método de analise encontra-se descrito no anexo 2 para cada tipo de

extracto considerado.

2.2.6. Identificacdo e Quantificacdo do Perfil em Polifendis: Hidroxitirosol e Tirosol
A presenga dos polifendis hidroxitirosol e tirosol foi avaliada nos mesmos extractos que os considerados no
ponto 2.2.5.1. por High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) acoplado a um detector de diodos (HPLC-
DAD) (Surveyor, Thermo Finnigan, San José, C.A., USA). As separagdes foram efectuadas a 35°C com uma pré-
coluna LiChrospher (5 m, d.i. 250 mm x 4 mm) RP-18 da Merck com uma pré-coluna com 0 mesmo enchimento.
O injector de amostras foi mantido a 12°C e utilizou-se um loop de injecgéo de 20 uL para efectuar a injec¢éo
das amostras. A fase movel consiste numa mistura de gradiente do eluente A (&cido fosférico 0,1%) com o

eluente B (acido fosférico — acetonitrilo — agua 1:400:595, v/v/v), com um caudal de 700 uL/min (Almeida, 2009).

Para a confirmagédo da presenca de hidroxitirosol e tirosol nos extractos foi acoplado, em série, ao HPLC-DAD
um detector electroquimico (HPLC-DAD-ED). Os compostos foram quantificados recorrendo a um software de
aquisicao e tratamento de dados: Chromquest (versdo 4.0 - Thermo Finnigan, San José, C.A., USA) (Almeida,
2009).

2.2.7. Avaliagéo da Capacidade Antioxidante

2.2.7.1. Método de ORAC

O método de ORAC, Oxigen Radical Absorbance Capacity, mede a capacidade de certos compostos presentes
nos extractos resgatarem o radical peroxilo e consequentemente inibirem a oxidagao da fluoresceina (fluoréfero
utilizado). Os valores de actividade antioxidante s&o calculados a partir da perda de fluoresceina relativamente a
um antioxidante padrdo — Trolox (anélogo hidrofilico da vitamina E) (Matias 2008). Os resultados sao expressos
em equivalentes de Trolox (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox - uM CAET).

O método experimental adoptado para a determinacdo da actividade antioxidante dos extractos aquosos e
supercriticos (incluindo os que sofreram extracgao por metanol) foi o de Almeida (2009) e encontra-se descrito

no anexo 3.

2.2.7.2. Método de HORAC
O método de HORAC, Hydroxyl Radical Adverting Capacity, permite avaliar a capacidade dos extractos em inibir
a producéo do radical hidroxilo (HO®). Este método permite quantificar a capacidade que os extractos naturais
tém para quelar ides metélicos reactivos, catalisadores de reacgdes de oxidacdo. De forma indirecta, é possivel

determinar a capacidade dos extractos em inibir a formacéo de radicais livres de hidroxilo recorrendo a uma
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reacgao do “Tipo Fenton” entre um metal, Co(ll), e o perdxido de hidrogénio, H20.. O Co(ll) e H,0, ao reagirem
formam espécies reactivas que oxidam o fluoréfero com o qual entram em contacto, neste caso a fluoresceina
que na sua forma oxidada se torna incolor (Matias, 2008). Tal como no método de ORAC, a cinética da reac¢éo
de oxidacdo é acompanhada medindo a reducdo da fluorescéncia da solugdo de forma a quantificar a
capacidade protectora dos extractos testados. Os resultados finais de HORAC sdo calculados através da
regressao linear entre os valores de concentracdo de acido cafeico, a area abaixo da curva de fluorescéncia
(AUC), sendo expressos em equivalentes de acido cafeico (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Acido
Cafeico - uM CAEAC) (Aimeida, 2009).

O método experimental adoptado para a determinagéo da actividade antioxidante dos extractos considerados em

2.2.5.1. foi 0 de Almeida (2009) e encontra-se descrito no anexo 4.
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3 — Encapsulamento dos Compostos Bioactivos do Bagaco de Azeitona

Esta etapa da sequéncia a ultima fase do delineamento experimental e continuidade a uma linha de investigacéo
sobre o encapsulamento de aromas e/ou compostos bioactivos (Duarte, 2006; Ribeiro, 2007; Barreiros, 2009;
Carvalho, 2009; Beirdo-da-Costa et al., 2011). Estes trabalhos incidiram na caracterizagdo exaustiva de certos
agentes encapsulantes, nomeadamente amido de arroz, gelatina, gelatina/sacarose e inulina. Perante o tipo de
extracto presentemente estudado e atendendo ao conhecimento adquirido com os trabalhos acima citados sobre
as diferentes matrizes encapsulantes, a matriz que suscitou maior interesse para levar a cabo o processo de
encapsulamento por atomizagdo foi a inulina. Nesta fase, procurou-se portanto, estudar a viabilidade do
encapsulamento do extracto do bagago de azeitona com 20% de teor de humidade quando sujeito a extracgéo
por CO;, supercritico, em matriz de inulina. A escolha do extracto baseou-se essencialmente nos resultados
obtidos nos métodos de ORAC e HORAC e face ao rendimento de extracgéo. Extractos obtidos por extraccdo
convencional foram igualmente encapsulados em matriz de inulina para comparacao e validagao dos processos

de extracgéo e encapsulamento face aos objectivos tragados no ponto |.

3.1.Materiais e Métodos

3.1.1. Materiais

- Inulina comercial (> 90% inulina; GP = 10) (Raftiline ST), obtida a partir da chicoria, gentilmente fornecida por
Beneo-Orafti (Tienen, Belgium)

- Emulsionante Tween-60 (Sigma-Aldrich Co.)

- Extracto lipidico obtido via convencional por n-Hexano

- Extracto obtido por CO, supercritico proveniente do bagago com teor de humidade de 20%

3.1.2. Métodos

3.1.2.1. Produgdo de emulsées com extractos do bagaco de azeitona em solugdo de
inulina
Para preparar as emulsbes com os extractos provenientes do bagaco de azeitona sujeito a extracgao por n-
Hexano e por CO; supercritico, seguiram-se as seguintes fases:
1. Preparagéo da solugdo de inulina 25% (m/m) em agua destilada pré-aquecida a 70 - 80 °C;
2. Arrefecimento da solug&o até temperatura ambiente e adi¢éo de 0,5% de Tween-60 (base inulina);
3. Adicdo de 20% (base inulina) de extracto @ emulsdo e agitagdo em placa magnética a 4000 r.p.m.

durante 15 minutos.

43



Materiais e Métodos

O teor de solidos e niveis de incorporagao, quer de emulsionante quer de extracto foi estabelecido com base um
estudo realizado em paralelo, sobre o encapsulamento de oleoresina do repiso de tomate em matriz de inulina
(Duarte et al., 2011).

3.1.2.2. Atomizagao das emulsées
Todas as emulsdes produzidas mediante a metodologia descrita no ponto 3.1.2.1. foram secas num atomizador
pneumatico de modelo Lab-Plant SD-05 a escala laboratorial (figura 10). As condi¢des de atomizagao foram as
seguintes: velocidade de alimentag&o de 5,8 mL/min; presséo e fluxo de ar maximos; temperaturas de secagem
de 120, 155 e 190 °C. A temperatura de saida das amostras foi de 50+10°C (pardmetro ndo controlavel e

dependente da temperatura de secagem).

Figura 10 - Atomizador pneumatico, modelo SD-05

O quadro 9 sintetiza as emulsdes produzidas e as temperaturas de secagem utilizadas.

Quadro 9 - Emulsdes produzidas e temperaturas de secagem

Extracto obtido Extracto obtido por CO, Supercritico
com n-Hexano (bagago 20% H)

25% Inulina 25% Inulina

20% Extracto (base inulina) 20% Extracto (base inulina)

0,5% Tween 60 0,5% Tween 60

Temperaturas de secagem: Temperaturas de secagem:

120, 155 e 190 °C 120, 155 e 190 °C

3.1.2.3. Caracterizagdo dos extractos encapsulados por atomizagao em matriz de inulina
De modo a avaliar se o encapsulamento por atomizacdo promovia alteragdes nos extractos e em particular,
perda de bioactividade, a caracterizagdo dos mesmos baseou-se na determinacdo dos polifendis totais e

actividade antioxidante pelo método de ORAC (métodos descritos nos anexos 2 e 3 respectivamente).
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IV - APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS



Resultados e Discussao

1 - Caracterizacao dos diferentes bagagos de azeitona

Os diferentes bagacos de azeitona foram caracterizados atendendo ao teor de humidade, e foram sujeitos a uma
extracgao convencional, em aparelho de soxhlet, para caracterizagéo da fracgao lipidica, de modo a conhecer-se
a composicdo em acidos gordos e esterdis. O conhecimento destes parametros permitiu estabelecer qual o

subproduto mais interessante para o delineamento do desenvolvimento experimental subsequente.

1.1. Teor de Humidade

O teor de humidade foi determinado nos quatro bagagos e os valores registados encontram-se de acordo com a
bibliografia encontrada para este tipo de bagacgos provenientes de um sistema de duas fases. Os bagagos
estudados apresentaram teores de humidade entre 64,7% (variedade Arbequina) e 75,9% (Arbosana de 22

extracgao) (quadro 10).

Quadro 10 - Valores de humidade (%) para os quatro bagagos em estudo e desvio padrao associado.

Cv Arbosana Cv Arbosana
Cv Arbequina Cv Koroneiki
(12Extracao) (2%Extragao)
75,3+0,7 75,9 £1,1 64,7 10,7 68,2+ 0,6

1.2. Rendimento de Extracgdo por Eter de Petréleo

O rendimento de extracgdo, calculado em fungdo da razdo extracto/ bagaco (m/m), permitiu identificar qual o
bagaco que conduz a maior percentagem de extracto lipidico. Este pardmetro é importante, uma vez que os
constituintes lipidicos, acidos gordos e esterdis, serdo reportados em fungéo do rendimento de extracgdo. Os

resultados dos rendimentos de extracgao quimica encontram-se na figura 11.

Bagago de Azeitona
@©
S 16
§ 14
3 12 4
§ 10 -
g ¢
o 6
o
= 4 -
g 2]
g0
o Arbosana Arbosana Arbequina Koroneiki

(1%Extracgao) (2%Extracgao)

Figura 11 - Rendimentos de extracgdo obtidos apds 16 horas de extracgdo em soxhlet dos diferentes bagagos (g extracto/
100 g bagago azeitona reportada a base seca). Os valores representados s&o os valores médios com o desvio padrao
associado.
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Analisando a figura 11, verifica-se que os rendimentos de extracgdo mais relevantes, por apresentarem maior
valor, foram obtidos no caso das variedades Arbosana (12 extracgédo) (12,6%) e Arbequina (11,3%), sendo

idénticos para a Arbosana de 22 extraccao (9,1%) e para a variedade Koroneiki (8,3%),

1.3. Caracterizagado da Fracgéo Lipidica obtida por Extrac¢do Convencional

1.3.1. Quantificagdo dos Acidos Gordos

Os extractos obtidos foram analisados por GC no sentido de determinar a constituicdo em acidos gordos nos
diferentes bagagos de azeitona. A identificacdo de cada acido gordo foi estabelecida de acordo com o tempo de
retencdo e a respectiva quantificagao foi determinada segundo a raz&o entre as areas de cada &cido gordo e a
area total. Os resultados encontram-se reportados em fungéo dos respectivos rendimentos de extracgéo (figura
12).

Pela analise da figura 12, verificam-se diferengas na composi¢do em acidos gordos, quando s&o reportados as
unidades de massa inicial. Observa-se que os bagagos mais interessantes sdo aqueles a partir dos quais ja
tinham produzido maiores rendimentos de extrac¢ao, isto é o bagaco resultante da 12 extracgdo da cv Arbosana

bem como o proveniente da cv Arbequina, pelo que apresentam teores em acidos gordos muito préximos.

Quantificagdo dos Acidos Gordos nos Diferentes Bagacos de Azeitona

3 C16:1 C17:0 C17:1 C18:3 (C20:0 C20:1 C22:0 C24:0

1 [.
0 -

C140 C16.0 C161 C17.0 C17:1 C180 C181 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 (C22:0 C24:.0

B Arbosana 12 Extraccao I Arbosana 22 Extraccdo B Arbeauina ® Koroneiki

g acido gordo/ 100 g bagago de azeitona (bs)

Figura 12 - Composicdo em &cidos gordos nos diversos extractos lipidicos resultantes dos respectivos bagagos apés 16 horas de
extracgdo com éter de petréleo. Legenda: C14:0 - miristico; C16:0 — palmitico; C16:1 — palmitoleico; C17:0 — margarico; C17:1 -
margaroleico; C18:0 - estearico; C18:1 - oleico; C18:2 - linoleico; C18:3 - linolénico; €20:0 - araquidico; C20:1 - gadoleico; C22:0 -
beénico; C24:0 - lignocérico ((A) g de acidos gordos/ g extracto; (B) g acidos gordos/ 100 g bagaco de azeitona (bs)).

O éacido oleico, é o acido mais representativo no fruto, no azeite e por conseguinte também o é no bagaco de
azeitona independentemente das cultivares como esta patente na figura 12. A recuperagéo do acido oleico foi
maior no bagago proveniente da 12 extracgao da arbosana com cerca de 8,6 g acido oleico/ 100 g bagago base
seca (bs), seguido do bagago da arbequina com 7,6 g &cido oleico/ 100 g bagago (bs) e dos bagagos resultantes

da 2% extracgéo de arbosana e koroneiki resultaram respectivamente, cerca de 6,2 e 5,7 g de &cido oleico/ 100 g
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bagaco reportado a matéria seca. Outros resultados sobre a caracterizagdo dos diferentes bagagos com respeito

aos acidos gordos encontram-se no anexo 5 (quadro lI).

1.3.2. Quantificagdo dos Fitosteréis
A identificacdo dos fitosterois por cromatografia gasosa foi estabelecida de acordo com o tempo de retengéo e a
quantificagdo foi determinada segundo a razéo entre as areas de cada fitosterol e a &rea total. Os resultados da
analise aos esterdis encontram-se reportados em fung&o dos respectivos rendimentos de extracgéo na figura 13.
Os teores de eritrodiol e uvaol, também se encontram quantificados neste ponto, uma vez que o método

adoptado permite igualmente a quantificagdo destes alcoois terpénicos.

Observando a figura 13, verificam-se diferengas relevantes entre os diversos esterois que constituem os quatro
bagacos em andlise. O esterol de maior interesse nesta fracgéo € o -Sitosterol, pela bioactividade que lhe é
reconhecida e por ser o de maior expressdo nos produtos de origem vegetal e em particular no bagago de
azeitona como é constatavel pela figura 13. No grafico esta representado o B-Sitosterol aparente, resultante da
integracdo dos picos cromatograficos: clerosterol, B-Sitosterol verdadeiro, sitostanol, A-5-avestanol e A-5-24-
estigmastenol. Neste ponto, apenas é de salientar o 3-Sitosterol, uma vez que é o esterol que apresenta maiores
diferencas entre os bagagos em estudo e volta a sobressair 0 bagaco proveniente da 1?2 extracgdo da arbosana
que atinge cerca de 54 mg de B-Sitosterol/ 100 g bagago de azeitona em base seca. O bagago proveniente da
Arbequina tem uma composicdo em [-Sitosterol de cerca de 44 mg/ 100 g bagago enquanto que nos restantes

bagacos, se consegue apenas recuperar, cerca de 36 mg p-Sitosterol/ 100 g bagago (bs).

) Quantificacdo dos Esterdis mais expressivos e o contributo dos
Alcoois Terpénicos (Eritrodiol e Uvaol) nos Diferentes Bagagos de Azeitona
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Figura 13 - Estudo comparativo da composig&o esterélica e dos alcoois terpénicos eritrodiol € uvaol nos diversos extractos
lipidicos resultantes dos respectivos bagacos de azeitona apés terem sido submetidos a 16 horas de extracgdo com éter de
petroleo (mg esterdis/ 100 g bagago de azeitona).
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Relativamente aos alcoois terpénicos, verifica-se que sdo os bagagos de 12 e 22 extraccdo da Arbosana que
apresentam teores mais elevados em eritrodiol e uvaol o que sugere que esta variedade seja mais rica nestes
compostos que as cvs Arbequina e Koroneiki. Teores de eritrodiol e uvaol, desta ordem de grandeza eram
esperados, uma vez que estando essencialmente acumulados nas peliculas, sdo mais facilmente removidos
através de processos de extraccdo por solventes do que através de processos fisicos como acontece com a

extracgao de azeite.

Outros resultados sobre a caracterizagdo dos diferentes bagagos com respeito aos esterdis encontram-se no

anexo 5 (quadro V).

Face aos resultados obtidos verificou-se que o bagago proveniente da 12 extrac¢do da Arbosana

apresenta extractos mais interessantes para se proceder ao estudo alvo do presente trabalho.
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2 - Extracgao de Compostos Bioactivos do Bagago de Azeitona por CO2 Supercritico

2.1. Preparagao do Bagacgo de Azeitona para a Extrac¢do por CO; supercritico

2.1.1. Determinagao da Granulometria

O conhecimento da granulometria do material € de extrema importéncia, sobretudo para estabelecer o modelo
matematico consequente de uma extracgdo por fluido supercritico. E ainda um pardmetro determinante no
rendimento de extrac¢éo, uma vez que uma redugéo significativa do tamanho de particula conduz ao aumento
da sua superficie especifica que se traduz no aumento de transferéncia de massa entre a matriz e o fluido
supercritico.

O processo de classificagdo granulométrica iniciou-se com cerca de 180 g de bagaco de azeitona liofilizado,
admitindo que ndo houve perdas de massa durante a operagdo. O respectivo fraccionamento foi estabelecido
pela diferenga dos tamanhos médios das particulas retidas em cada crivo. O grafico de frequéncias, que se
encontra representado como figura 14, estabelece a distribuicdo granulométrica do bagago de azeitona liofilizado

apos ter sido sujeito a moenda em moinho eléctrico.

Distribuicdo Massica por Tamanho Médio de Particula

Fracgao Massica (%)

T T T

[2-1] [1-0,5[ [0,5-0,355] [0,355-0,032[  [0,032-Colector| Colector

Abertura do Crivo (mm)

Figura 14 - Distribuicdo de frequéncias do tamanho de particula do bagaco de azeitona liofilizado

Observando a figura 14, é de notar que a moenda permitiu a redugdo do tamanho de particula mas a
heterogeneidade das fracgdes é essencialmente consequéncia da natureza do material vegetal que levou a trés
tipos de granulometria: (i) uma mais grosseira apresentando dimensdes entre 2 e 0,5 mm, representa 19,5% da
fraccdo massica e € constituida essencialmente por carogos/sementes; (i) a granolumetria intermédia, entre 0,5
e 0,032 mm, refere-se a cerca de 39,1% e inclui todos os constituintes do bagaco de azeitona: carogo/semente,
pelicula e polpa; (iii) a fracgdo mais representativa é constituida essencialmente por polpa, correspondente a

cerca de 41,5% das particulas com di@metro médio entre 0,032 mm inclusive e o colector (suporte dos crivos) e
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que corresponde a granulometria mais fina. Em termos de didmetro médio das particulas, o valor obtido foi de

0,3 mm. Outros resultados sobre granulometria encontram-se no anexo 6 (quadro V).

2.1.2. Teor de Humidade
O bagago de azeitona depois de liofilizado e que foi direccionado para a 12 fase de ensaios de extracgéo
supercritica, apresentou um teor médio de humidade de 4,3%.
Para a 2° fase de extracgao supercritica, 0 bagaco de azeitona foi re-hidratado a teores de humidade de 10%,
15%, 20% € 40% (£2%).

2.2. Extracgao por CO; Supercritico (12 Fase - Influéncia de um pré-tratamento)

Num 1° ensaio foram testadas duas condi¢des de extracgdo por CO; supercritico, A e B, mantendo como
constantes as condigdes de pressao (250 bar) e temperatura (40 °C). A diferenga entre as duas condicdes reside
na auséncia / presenca de um pré-tratamento que compreende a pressurizacdo do extractor carregado com a
amostra, a presséo de trabalho, durante uma hora. Os extractos foram recolhidos de forma continua ao longo do

tempo independentemente das duas condigoes.

2.2.1. Eficiéncia de Extracgao
Na figura 15 encontra-se representado os rendimentos massicos ao longo do tempo para as duas condigdes de
extracgao supercritica definidas no desenvolvimento experimental no ponto 2.2.4.1. Analisando a figura 15 é de
notar que ao fim de 3,5 h o patamar esta praticamente estabelecido conseguindo-se um rendimento de cerca de
12 g de extracto/100 g bagaco de azeitona (base seca) para a condi¢do A e de 12,7 g de extracto/100 g bagaco

de azeitona (base seca) para a condicéo B.

Rendimento de Extracgao por SC-CO,

12 __——

g Extracto/ 100 g Bagago Azeitona (bs)

0 05 1 15 2 25 3 35 4
Tempo (h)
—+-Condigdo A -=Condigéo B

Figura 15 - Curvas cumulativas de extracgdo da fracgao lipidica do bagago de azeitona por CO2 supercritico em fungéo do tempo ao fim
de 3,5 h. Condicéo (A) — sem pré-tratamento; Condicéo (B) — com pré-tratamento.
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Comparando os dois tipos de extracgéo, convencional (12,6%) e supercritica, os rendimentos méssicos entre
ambas sdo da mesma ordem de grandeza, de cerca de 12% (m/m), ndo havendo portanto, diferengas entre os
dois tipos de extracdo. E de notar ainda que Almeida (2009), apesar de ter feito um fraccionamento dos
constituintes do bagaco de azeitona (carogo e polpa) obteve, no seu conjunto, resultados da mesma ordem de
grandeza, cerca de 11% (m/m). Este facto faz da extraccdo supercritica uma metodologia de interesse para este
tipo de material.

E possivel observar que no caso da condicdo A, é na primeira hora e meia que o rendimento de extracgéo é
maior, quando comparado com a condicdo B e que o pré-tratamento que define a condicdo B parece ndo

influenciar o rendimento final de extracgao.

2.2.2. Caracterizagao da Fracc¢éo Lipidica
Os extractos resultantes das extracgdes por CO, supercritico, provenientes das condigdes A e B, foram
caracterizados em termos de constituicdo em acidos gordos € em esterdis recorrendo a técnicas de
cromatografia de forma similar a adoptada anteriormente na caracterizacdo dos extractos provenientes da

extracgao com éter de petroleo nos diferentes bagagos de azeitona.

2.2.2.1. Quantificagdo dos Acidos Gordos Totais

Os diversos &cidos gordos que constituem os extractos recolhidos em cada ponto de extracgdo, quer da
condicdo A, quer da condicdo B foram identificados, quantificados e reportados em funcdo dos respectivos
rendimentos de extrac¢éo (figura 16). Na figura 16 encontra-se ainda representado graficamente os teores de
acidos gordos resultantes da extracgdo quimica por éter de petroleo ao bagaco de azeitona.

Numa aprecia¢do mais rigorosa a presente figura, verifica-se que, de uma maneira geral, o CO, supercritico é
pouco selectivo na extracgao dos acidos gordos, uma vez que, por cada ponto de extracgao, o teor em acidos
gordos pouco ou nada se altera. No entanto, verifica-se que no caso dos &cidos palmitico e palmitoleico, ocorre
maior extraccao nos primeiros 90 minutos, ao contrario dos restantes &cidos gordos que parecem ser extraidos
em maior quantidade nas Ultimas duas horas de extrac¢&o.

Tendo como método de referéncia a extracgao por éter de petroleo e atendendo que o tempo de extracgao para
a obtencdo da gordura bruta foi de 16 horas, verifica-se que quando comparada com os dois ensaios realizados
por extracgdo por CO, supercritico, os resultados sdo igualmente muito semelhantes. Na verdade, com apenas
3,5 h (210 minutos) de extracgdo supercritica, conseguiu-se extrair teores muito semelhantes aos verificados
para a extracgao convencional, inclusive, para acidos gordos com numero de carbonos maiores ou iguais a 18
os teores foram ligeiramente superiores. E por exemplo o caso dos &cidos estearico, oleico, araquidico,

gadoleico, beénico e lignocérico.

Os ensaios de extracgdo supercritica A e B, apenas diferem no primeiro ponto de extracgdo, na medida em que,

segundo a condi¢do A, ha uma recolha de extracto logo ao fim de 30 minutos e de acordo com a condigéo B, o
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bagaco é envolvido em CO; pressurizado durante 1 hora e o extracto é recolhido passados 30 minutos. Esta
diferenca de condicdes levou a uma menor recuperagdo de extracto no primeiro ponto relativo ao ensaio B. No
entanto, nos restantes pontos de extrac¢do, a quantidade de extracto recolhido foram semelhantes entre si, e
isso reflectiu-se no teor em &cidos gordos quando convertidos em unidades de massa como € possivel verificar

através da figura 16.

Extracgdo SC-CO, — Quantificagéo dos Acidos Gordos
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Figura 16 - Composigdo em é&cidos gordos do 6leo de bagaco de azeitona da variedade arbosana extraido por CO2 supercritico.
Legenda: C14:0 - miristico; C16:0 - palmitico; C16:1 - palmitoleico; C17:0 — margarico; C17:1 — margaroleico; C18:0 - estearico; C18:1
- oleico; C18:2 - linoleico; C18:3 - linolénico; C20:0 - araquidico; €20:1 - gadoleico; C22:0 - beénico; C24:0 - lignocérico; EQ -
extracgao quimica.

Os teores em acidos gordos, extraidos por CO, supercritico assemelham-se aos teores de acidos gordos quando
recuperados por extrac¢do convencional que sdo considerados como valores de referéncia e que determinam a
eficiéncia da extracgdo supercritica nesta matriz. Em termos praticos, pode-se dizer que ao fim de 1,5 h de
extracgao supercritica séo recolhidos em média, cerca de 80% dos acidos gordos independentemente do tipo de
ensaio e ao fim de 2,5 h obtém-se em média cerca de 95% dos &cidos gordos por extracg@o supercritica. Uma
diferenca entre 0s ensaios e que merece alguma atencao é o facto de que se conseguiu extrair mais acido oleico

no ensaio B que no ensaio A e até foi superior inclusive, ao quantificado na extracgdo convencional. Outros
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resultados sobre a caracterizagdo dos extractos supercriticos com respeito aos acidos gordos encontram-se no

anexo 9 (quadro X e quadro XI).

2.2.2.2. Quantificagdo dos Fitosterois
Os diversos fitosterois que constituem os extractos recolhidos em cada ponto de extraccédo, quer da condigéo A,
quer da condigéo B foram identificados, quantificados e reportados em funcéo dos respectivos rendimentos de
extracgao (figura 17). Na mesma figura encontra-se ainda representado graficamente os teores de fitosterois

resultantes da extraccéo por éter de petroleo ao bagago de azeitona.

Apenas foram analisados os dois primeiros pontos das duas extracgdes, condigdes A e B, uma vez que, nos
pontos subsequentes a quantidade de extracto disponivel para analise era insuficiente. Quando os teores em
esterdis sdo reportados em mg/ g de extracto verifica-se que o comportamento esterdlico é diferente entre os
dois ensaios, ao contrério do que sucedia para os &cidos gordos (g/g extracto) (anexo 5). Na condi¢do A,
verifica-se que a quantidade de esterois extractada é praticamente a mesma nos dois pontos de recolha de
extracto e que se consegue teores muito préximos quando se compara com 0s extractos provenientes da

extracgdo convencional.

No que diz respeito @ condigdo B, a recuperagao de alguns dos esterois como € o caso do campesterol e -
sitosterol, € inferior no primeiro ponto de extracgdo. Contudo, no segundo ponto de extracgao, consegue-se obter
0 mesmo teor de campesterol, quando comparado com a extraccdo quimica e no caso do B-sitosterol o

respectivo teor chega a ser superior.

Quanto aos alcoois terpénicos, os teores extractados s@o semelhantes entre as duas condi¢des de extracgao
mas é de notar que se consegue extrair ligeiramente mais no 2° ponto de recolha. Nao obstante, verificou-se que
a extraccao por CO; supercritico mostrou ser menos selectivo para estes dois compostos para as condigdes de

extraccdo estabelecidas.

Na figura 17 encontra-se expresso os teores dos diversos esterdis reportados em termos de rendimento em
bagaco de azeitona (mg ester6is/ 100 g bagaco de azeitona (base seca)) respeitantes aos dois pontos de
extraccdo analisados, quer do ensaio A, quer do ensaio B, bem como os teores de esterois resultantes da

extraccdo por éter de petroleo para o bagago de azeitona em estudo.

54



Resultados e Discussao

Extraccdo por SC-CO, Quantificagdo dos Esterdis mais expressivos e 0 contributo dos Alcoois
Terpénicos (Eritrodiol e Uvaol) no Bagago de Azeitona
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Figura 17 - Comparagao entre os rendimentos de extracg@o obtidos via convencional e por CO2 supercritico para a fracgdo esterélica e
alcoois terpénicos (Eritrodiol e Uvaol) que constituem os extractos lipidicos do bagaco de azeitona ap6s ter sido submetido a uma
extracgéo por CO2 supercritico.

Como ja se tinha observado na figura anterior, as diferengas entre os dois ensaios de extraccao supercritica séo
minimas, no que diz respeito a quantidade extractada dos diversos esterois e de alcoois terpénicos. No entanto,
os teores de esterdis representados na figura 17 dizem respeito a 90 minutos de extraccdo que quando
comparados com a extracgdo convencional verifica-se que na condi¢do A conseguiu-se, para este tempo de
extrac¢do, uma recuperagédo do f-sitosterol de cerca de 78% e na condigdo B obteve-se uma recuperagao de
73%. Atendendo que ainda se fez mais duas horas de extraccéo, é valido pressupor que ao fim de 3,5 h de

extracgao se conseguisse teores em esterdis muito semelhantes aos obtidos na extracgéo por éter de petréleo.

Outra conclusdo que se pode tirar, prende-se com o facto de que nas Ultimas horas de extracgao supercritica,
estejam a ser recuperados extractos mais ricos nos compostos bioactivos de interesse, quer em termos de

esterdis, como é o0 caso de [B-sitosterol, ou dos acidos gordos como o oleico. Outros resultados sobre a
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caracterizagdo dos diferentes extractos supercriticos com respeito aos esterdis encontram-se no anexo 7

(quadro VI e quadro VII).

2.3.Extracgdo por CO; Supercritico (2° Fase - Influéncia do Teor de Humidade na composi¢do

dos extractos)

2.3.1.Eficiéncia da Extrac¢ao
A figura 18 apresenta os rendimentos de extracgao por CO- supercritico obtidos para os bagagos de azeitona re-
hidratados para 10, 15, 20 e 40% ao fim de 3,5 h de extracgdo. Encontra-se ainda representado na figura o
rendimento de extracgéo obtido na condi¢cdo B como parametro de comparagéo. Os resultados encontram-se

expressos em g de extracto/ 100 g de bagago de azeitona reportado a base seca.

Rendimento de Extracgao por SC-CO,

12
10
8
6
4
2
0

4% 10% 15% 20% 40%
(Ensaio B)

g Extracto/100 g Bagago Azeitona (bs)

Teores de Humidade do Bagago de Azeitona

Figura 18 - Rendimentos de extracgdo ap6s 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico para diferentes niveis de re-hidratagdo do bagago de
azeitona

Através da analise a figura 18, verifica-se que os rendimentos de extracgado para os bagagos com teores de
humidade entre 4 e 20% s&o muito semelhantes, variando entre 10 e 13%. Quando o bagago de azeitona foi re-
hidratado para 40%, o rendimento de extracgdo diminuiu para cerca de 4%. Nobre et al., (2009), em trabalhos
paralelos relacionados com a extraccao supercritica de licopeno a partir do repiso de tomate também verificaram
que para teores de humidade elevado, o rendimento de extracgao diminuia. Este facto sugere que para teores
de humidade elevados, independentemente do tipo de matriz, a agua presente no meio dificulta o contacto entre

0 CO; supercritico e a matriz (Ge et al., 2002).

De realcar que depois dos bagacos de azeitona terem sido sujeitos & extrac¢édo supercritica o teor de humidade
de todos eles diminuiu cerca de 10% (verificado para os bagagos com humidade entre 15 e 40%). A extrac¢éo
supercritica parece assim exercer, sobre a matriz, um efeito de secagem, uma das novas aplicagdes desta
metodologia sugeridas (Abbas et al., 2008). De facto quando se recupera o extracto dos vasos de recolha duas

fases s&o visiveis, lipidica e aquosa.
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2.3.2. Caracterizagdo da Fracgdo Lipidica

2.3.2.1. Quantificagdo dos Acidos Gordos Totais
Os é&cidos gordos totais referentes aos extractos supercriticos obtidos na 22 fase, foram caracterizados de igual

modo ao que foi descrito no desenvolvimento experimental, no ponto 2.2.2.1.

Quando o teor em &cidos gordos é reportado em fungdo do rendimento de extracgdo (figura 19), surgem
diferencas sobretudo na matriz com 10% de humidade com teores de acidos gordos inferiores as restantes
amostras. Apesar de nao haver diferencas entre as matrizes com 15 e 20% de humidade, o conteido em &cidos
gordos mais semelhante ao obtido por extrac¢do com éter de petrdleo é a obtida para o bagago com 20% de

humidade.

Extracgdo SC-CO, — Quantificagao dos Acidos Gordos
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Figura 19 - Composicéo em acidos gordos do 6leo de bagaco de azeitona da variedade arbosana extraido por CO2 supercritico ao fim de
3,5 h. Legenda: C14:0 — miristico; C16:0 — palmitico; C16:1 — palmitoleico; C17:0 — margarico; C17:1 - margaroleico; C18:0 - estearico;
C18:1 - oleico; C18:2 - linoleico; C18:3 - linolénico; €C20:0 - araquidico; C20:1 - gadoleico; C22:0 - beénico; C24:0 - lignocérico; EQ —
extracgdo quimica.

A composigao em &cidos gordos néo é influenciada quando o bagago de azeitona apresenta-se com teores de
humidade entre 4 e 20%. Para teores de humidade iguais ou superiores a 40%, a extracgdo torna-se mais
selectiva para compostos lipossolUveis pela interferéncia da dgua livre no bagago (para este teor de humidade) e
competicdo com o CO,, como solvente. Ou seja, nas primeiras horas de extracgéo e sob a influéncia da agua na
amostra, os primeiros compostos a serem extractados serdo os mais hidrofilicos. Nas ltimas horas de extrac¢éo
e porque no decorrer dela, a quantidade de agua na amostra vai diminuindo, possibilita a extrac¢do dos
compostos lipossoliveis mas ndo na totalidade face ao tempo de extracgao estipulado. Razéo pela qual néo foi
possivel quantificar os diferentes acidos gordos quando o bagago foi re-hidratado para 40% de teor de
humidade. Outros resultados sobre a caracterizacdo dos diferentes extractos supercriticos com respeito aos

acidos gordos encontram-se no anexo 10 (quadro XII).
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2.3.2.2. Quantificagao dos Fitosterois
A composicao esterolica referente aos extractos supercriticos obtidos na 22 fase, foi avaliada de igual modo ao

que foi descrito no desenvolvimento experimental no ponto 2.2.2.2.

A semelhanca da composigdo em &cidos gordos também no que respeita aos esterdis e alcoois terpénicos dos
extractos lipidicos é possivel verificar que a fracgao esterdlica se mantém constante independentemente do teor
de humidade a que o bagaco esteja condicionado. No entanto, para os alcoois terpénicos o aumento do teor de
humidade parece favorecer a extracgdo destes compostos apesar de ndo ser muito perceptivel quando a matriz

se encontra entre 0s 15 e 0s 20% de humidade (anexo 7 quadros VI e V).

Quando os resultados s&o reportados & matriz (figura 20) é necessério entrar em linha de conta com o

rendimento de extracgdo e é nesta etapa que se verificam as maiores diferengas entre as amostras.

Extracg@o por SC-CO: - Quantificagéo dos Esterdis mais expressivos e o contributo dos
Alcoois Terpénicos (Eritrodiol e Uvaol) no Bagago de Azeitona

60

0,3
I e Ll

Colesterol Delta-7 - Delta - 7 - Avestanol
Estigmastenol

30

20 -

mg Esterdis'100 g Bagago de Azeitona (bs)

o L m Wi -
Campesterol Estigmasterol beta -Sitosterol Eritrodiol Uvaol
= EnsaioB 10% H m15%H m20%H = 40%H mEQ

Figura 20 - Comparagao entre os rendimentos de extracgdo obtidos via convencional e por CO2 supercritico para a fracgéo esterdlica e
alcoois terpénicos (Eritrodiol e Uvaol) que constituem os extractos lipidicos do bagago de azeitona apds ter sido submetido a uma
extracgdo por CO2 supercritico durante 3,5 h.

Atendendo que o rendimento de extracgéo referente ao bagago com 40% de humidade foi 0 mais baixo também
0s seus principais constituintes esterdlicos (campesterol, estigmasterol e - sitosterol) se encontram em
menores concentragdes quando comparado com as restantes matrizes. Curiosamente, € o bagago com 20% de
humidade que apresenta maior selectividade para o B - sitosterol, o esterol de maior expressdo com
propriedades bioactivas, pela relacdo entre os esteréis totais (mg/Kg matéria gorda) e o rendimento do esterol
em fungdo da matriz. Inclusivamente, é nestas condigdes que se atinge um rendimento em (3 - sitosterol muito
préximo ao obtido por extrac¢do quimica. Também o eritrodiol se revé neste tipo de comportamento enquanto

que, o rendimento em uvaol parece decrescer com o0 aumento do teor de humidade. A caracterizacéo esterdlica
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para 0 ensaio B também se encontra representada graficamente mas os seus resultados reflectem apenas a
primeira 1,5 hora de extraccdo supercritica e portanto a sua quantificagdo encontra-se expressa por defeito.
Outros resultados sobre a caracterizagdo dos diferentes extractos supercriticos com respeito aos esteréis

encontram-se no anexo 8 (quadro VIII e quadro IX).

2.4. Quantificagdo dos Polifenéis Totais

2.4.1. Extractos Aquosos
Na figura 21 encontram-se sintetizados os resultados médios obtidos na determinagdo dos polifendis totais nos

diferentes bagacos de azeitona pelo método de Folin-Ciocalteu.

Quantificagdo dos Polifentis Totais no Bagaco de Azeitona
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Niveis de Re-hidratagdo do Bagaco de Azeitona

Figura 21 - Estudo comparativo dos polifendis totais presentes nos extractos aquosos do bagaco de azeitona e nos extractos aquosos
dos bagagos residuais apoés 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico

Analisando os resultados expressos na figura 21, verifica-se algumas diferencas nos teores de polifenois entre
os bagagos. O bagaco inicial (liofilizado possuindo um teor de humidade de 4,3% e que ndo foi sujeito a
extracgd@o) contém cerca de 941 mg EAG/100 g bagaco (base seca). Quando o bagaco é sujeito aos ensaios de
extracgao supercritica (condi¢des A e B), o teor em polifendis totais aumenta o que sugere que de facto a
extracgdo em si tem uma acgéo de pré-tratamento sobre o0 bagago. O CO, supercritico parece introduzir-se na
matriz e modificar a permeabilidade das estruturas celulares mas como néo possui hatureza polar néo consegue
dissolver estes compostos e transporta-los juntamente com os compostos de natureza lipidica. O aumento do
teor em polifendis é mais evidente no ensaio B pelo que a pressurizagdo do sistema, antes da extraccdo
propriamente dita, parece favorecer a desordem estrutural da matriz tornando mais disponiveis os compostos

fendlicos para a extracgéo aquosa.
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No entanto quando se re-hidrata o bagago para 10, 15, 20 e 40%, o teor em polifendis totais presentes nos
bagacos residuais vai diminuindo substancialmente, especialmente no bagago residual com 40% de humidade;
registando-se valores de 950, 702, 423 e 380 mg EAG/100 g bagago (matéria seca), respectivamente. Este
indicio aponta para o facto de que é possivel que o teor de humidade possa actuar como co-solvente e que
facilite a extraccdo destes compostos. A possivel extracgdo dos polifendis devera ocorrer logo no inicio da
extracgdo supercritica, ou seja até haver agua disponivel no meio que facilite a difusdo dos compostos

hidrofilicos no CO; supercritico.

2.4.2. Extractos Supercriticos
Os extractos resultantes da 22 fase de extracgdo por CO. supercritico, estabelecido no desenvolvimento
experimental no ponto 2.2.4.2. foram sujeitos a uma extracgdo com metanol para recuperar os compostos
hidrofilicos e em particular, os polifenéis. Na figura 22 encontram-se sintetizados os resultados médios obtidos
na determinagéo dos polifendis totais aos diferentes extractos supercriticos resultantes do bagaco de azeitona

re-hidratado para 10, 15, 20 e 40%, pelo método de Folin-Ciocalteu.

Extractos Supercriticos

mg EAG/ g extracto

;1--

10% H 15%H 20%H 40%H

Figura 22 - Estudo comparativo dos polifendis totais presentes nos extractos supercriticos provenientes de 3,5 h de extracgéo por CO;
supercritico aos bagagos de azeitona com teores de humidade de 10, 15, 20 e 40%.

Analisando a figura 22 é possivel verificar a presenca de compostos fenélicos nos extractos supercriticos. O
extracto que possui maior composi¢do em polifendis totais é o que resultou da extracgéo supercritica do bagago
com teor de humidade de 40%, obtendo-se cerca de 5,5 mg EAG/g extracto. No entanto para teores de
humidade entre 10 e 20% os teores de polifendis totais variam entre 0,5 e 1,8 mg EAG/g extracto. Este facto
parece sugerir que, para teores de humidade entre 10 e 20% os compostos fendlicos estejam ainda fortemente
ligados as estruturas celulares e que apenas uma pequena fracgé@o passe para o CO, supercritico. Para um teor
de humidade de 40%, a &gua presente no bagaco encontra-se no estado livre, pelo que ha maior predisposi¢éo
dos compostos hidrofilicos, incluindo os polifenéis, de passarem para a fase aquosa durante a extracgéo por CO,
supercritico. No entanto, para este nivel de hidratag&o, 0 meio torna-se &cido, pela possibilidade de a agua livre

reagir com o CO, e formar H,COs (acido carbénico) que pode condicionar a extrac¢do tornando-a menos
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selectiva uma vez que pode arrastar compostos que ndo sejam exclusivamente polifenéis e que sejam capazes

de reduzir igualmente o reagente de Folin-Ciocalteu em condi¢Oes basicas (Tsimidou ef al., 1992).

2.5. Identificagdo e Quantificagdo dos Polifendis: Hidroxitirosol e Tirosol

2.5.1. Identificagdo dos perfis hidroxitirosol e tirosol por HPLC-DAD
Os extractos resultantes da extracgdo aquosa do bagago de azeitona e dos diversos bagagos residuais, € 0s
extractos supercriticos, foram analisados por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) acoplado com
detector de diodos (HPLC-DAD) no comprimento de onda a 280 nm de modo a identificar os polifenis

hidroxitirosol e tirosol. Os respectivos perfis cromatograficos encontram-se apresentados nas figuras 23, 24 e 25.

Na figura 23 encontram-se os perfis cromatogréficos, em duplicado, resultantes da extracgao aquosa do bagago
de azeitona (O1 e 02d) e dos bagagos residuais resultantes da extraccdo supercritica definida pelas condigdes
A (AeAd)eB (BeBd).
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1600 JHidroxitirosol 1600
1500 1500
1400 1400
1300 Tiroso 1300
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Figura 23 - Comparag&o de perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD a 280 nm dos extractos aquosos: O1 e 02d - extractos
aquosos de bagago de azeitona liofilizado, A e Ad — extractos aquosos do bagago residual apds ter sido submetido a 3,5 h de extracgédo
por COz supercritico (condigdo A), B e Bd - extractos aquosos do bagaco residual apés ter sido submetido a 3,5 h de extrac¢do por CO2
supercritico (condigdo B). Perfil cromatografico da mistura tirosol e hidroxitirosol (40 ppm) a preto determinado por HPLC-DAD a 280 nm.

Através da figura 23, é possivel verificar que os espectros dos trés extractos e respectivos duplicados
apresentam perfis cromatogréaficos semelhantes deferindo apenas na intensidade do sinal que corresponde a

maior ou menor presenga dos compostos detectados pelo HPLC-DAD.

O mesmo € observado nos espectros correspondentes aos extractos aquosos resultantes dos bagacos residuais
que antes da extracgdo por CO, foram re-hidratados para 10, 15, 20 e 40% (figura 24). Nestes ensaios foram
também analisados os respectivos duplicados (d). Verifica-se que a intensidade dos picos, independentemente

dos compostos detectados, diminui com o0 aumento da hidratagéo imposta no bagaco de azeitona.
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Comparando o perfil cromatografico do bagaco inicial (O1 e o respectivo duplicado), com os perfis dos extractos
aquosos resultantes dos bagacos residuais provenientes das 4 re-hidratacdes efectuadas (figura 23 e 24) é

possivel constatar que ndo houve alteragbes qualitativas no bagago de azeitona, apenas houve em termos

quantitativos.
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Figura 24 - Comparagao de perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD a 280 nm dos extractos aquosos dos bagagos residuais
apos terem sido sujeitos a 3,5 h de extracgao por COzsupercritico: 10% e 10%d - extractos aquosos de bagaco de azeitona residual, com
10% de teor de humidade inicial, 15% e 15%d - extractos aquosos de bagago de azeitona residual, com 15% de teor de humidade inicial,

e 20%d - extractos aquosos de bagago de azeitona residual, com 20% de teor de humidade inicial e 40% e 40%d - extractos
aquosos de bagago de azeitona residual, com 40% de teor de humidade inicial. Perfil cromatogréafico da mistura tirosol e hidroxitirosol (40
ppm) a preto determinado por HPLC-DAD a 280 nm.

A semelhanga ao realizado no ponto 2.4.2 os extractos supercriticos foram sujeitos a uma extraccdo com
metanol, de modo a concentrar os compostos fendlicos e proceder-se a sua identificacdo e posterior
quantificagdo. A figura 25 representa os perfis cromatograficos resultantes dos extractos supercriticos
provenientes da extracc¢do supercritica realizada no bagago suijeito aos quatro niveis de hidratagéo de 10, 15, 20
e 40%.
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Figura 25 - Comparagéo de perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD a 280 nm dos extractos supercriticos obtidos ao fim de
3,5 h de extracgédo por CO2 supercritico: 10%EM — extracto supercritico de bagago de azeitona com 10% de teor de humidade, 15%EM -
extracto supercritico de bagago de azeitona com 15% de teor de humidade, 20%EM - extracto supercritico de bagaco de azeitona com
20% de teor de humidade e 40%EM - extracto supercritico de bagago de azeitona com 40% de teor de humidade. Perfil cromatografico da
mistura tirosol e hidroxitirosol (40 ppm) a preto determinado por HPLC-DAD a 280 nm.
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Analisando a figura 25, é possivel verificar que os perfis resultantes dos extractos supercriticos, quando
comparados com os das figuras 23 e 24, sdo semelhantes, no entanto revelam a presenca de compostos com
tempos de retengéo entre os 70 e os 100 minutos que nas figuras anteriores ndo séo visiveis. Isto pode significar
que estes compostos estejam na fronteira hidrofobica/ hidrofilica e por esse motivo ndo tenham sido detectados

nos extractos aquosos, principalmente nos do bagago de azeitona.

Em todos os extractos, foi possivel detectar e identificar os compostos de interesse, hidroxitirosol e tirosol,
sugerindo as respectivas presencas no bagaco de azeitona liofilizado, no bagaco de azeitona residual (depois de

ter sido submetido a extracgéo por CO- supercritico) e nos proprios extractos supercriticos.

2.5.2. Identificagdo por HPLC-ED
A semelhanca do ponto 2.5.1. do presente capitulo, 0s mesmos extractos foram analisados por HPLC acoplado
com detector electroquimico (HPLC-ED). Os perfis cromatogréficos encontram-se apresentados nas figuras 26,
27 e 28.

A figura 26 reflecte os perfis cromatograficos respeitantes aos extractos aquosos do bagago (01 e 02d) e dos

bagacos residuais resultantes da extrac¢do supercritica definida pelas condigdes A (A e Ad) e B (B e Bd).

Pico de Hidroxitirosol

Figura 26 - Comparagdo de perfis cromatograficos determinados por HPLC-ED a 280 nm dos extractos aquosos: 01 e 02d - extractos
aquosos de bagago de azeitona liofilizado, A e Ad — extractos aquosos do bagago de azeitona residual apés ter sido submetido a 3,5 h de
extracgdo por CO2 supercritico (condigdo A), B e Bd - extractos aquosos do bagaco de azeitona residual ap6s ter sido submetido a 3,5 h
de extracgdo por CO2 supercritico (condigdo B). Perfil cromatografico da mistura tirosol e hidroxitirosol (40 ppm) a preto determinado por
HPLC-ED a 280 nm

Através da figura 26 é possivel observar que os perfis dados pelo detector electroquimico, sdo semelhantes
entre os extractos analisados, deferindo apenas na intensidade dos picos observados, e em particular o do
hidroxitirosol, que reflecte uma maior presencga nos extractos aquosos resultantes dos bagacos residuais sujeitos

as condicOes de extraccdo A e B.
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Na figura 27, encontram-se os perfis cromatograficos relativos aos extractos aquosos resultantes dos bagagos
residuais inicialmente com 10, 15, 20 e 40%. Nestes ensaios foram também analisados os respectivos

duplicados.

64.00 Hidroxitirosol
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Localizagdo de Tirosol caso tivesse sinal no
detector electroquimico
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Figura 27 - Comparagao de perfis cromatograficos determinados por HPLC-ED dos extractos aquosos dos bagagos residuais apos terem
sido sujeitos a 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico: 10% e 10%d - extractos aquosos de bagaco de azeitona residual, com 10% de
teor de humidade inicial, 15% e 15%d - extractos aquosos de bagago de azeitona residual, com 15% de teor de humidade inicial, 20% e
20%d - extractos aquosos de bagaco de azeitona residual, com 20% de teor de humidade inicial e 40% e - extractos aquosos de
bagaco de azeitona residual, com 40% de teor de humidade inicial. Perfil cromatografico da mistura tirosol e hidroxitirosol (40 ppm) a
preto determinado por HPLC-ED.

Pela analise a figura 27 e comparando com a figura 26, é possivel verificar que os diferentes extractos aquosos
apresentam o mesmo tipo de padrdo cromatografico, contudo nota-se que a intensidade dos picos diminui com o
aumento do teor de humidade imposto ao bagago, sobretudo no pico correspondente ao hidroxitirosol. Este dado
volta a sugerir que houve migragdo deste e de outros compostos para os extractos supercriticos

correspondentes.

A semelhanga ao realizado no ponto 2.4.2 os extractos supercriticos foram sujeitos a uma extracgdo com
metanol, de modo a concentrar os compostos fenolicos e proceder-se a sua identificacdo e posterior
quantificagdo. A figura 28 representa os perfis cromatograficos referentes aos extractos metanolicos

provenientes do bagaco re-hidratado para 10, 15, 20 e 40%.

Através da comparacgao dos perfis cromatograficos entre todos os extractos considerados (extractos aquosos
dos bagago, bagacos residuais resultantes das condi¢bes A e B de extracgao supercritica e bagagos residuais
sujeitos inicialmente a re-hidratacdes e os extractos supercriticos) (figuras 26, 27 e 28) verifica-se a presenca de
compostos com tempos de retengéo entre os 60 e os 80 minutos apenas nos perfis cromatograficos dos

extractos supercriticos.
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Figura 28 - Comparacéo de perfis cromatograficos determinados por HPLC-ED dos extractos supercriticos obtidos ao fim de 3,5 h de
extracgdo por CO2 supercritico: 10%EM - extracto supercritico de bagago de azeitona com 10% de teor de humidade, 15%EM - extracto
supercritico de bagago de azeitona com 15% de teor de humidade, 20%EM - extracto supercritico de bagaco de azeitona com 20% de
teor de humidade e 40%EM - extracto supercritico de bagago de azeitona com 40% de teor de humidade. Perfil cromatogréafico da mistura
tirosol e hidroxitirosol (40 ppm) a preto determinado por HPLC-ED.

Em todos os extractos, foi apenas possivel detectar e identificar por HPLC-ED o hidroxitirosol. Verifica-se ainda
que a intensidade do pico, referente ao hidroxitirosol diminui substancialmente quando os extractos supercriticos

provém do bagago re-hidratado para 20 e 40% (figura 28).

2.5.3. Quantificagado dos polifenéis Hidroxitirosol e Tirosol por HPLC-DAD-ED
Os polifendis hidroxitirosol e tirosol, quer dos extractos aquosos efectuados no bagago e nos bagagos residuais
(depois de sujeitos & extrac¢do supercritica definidas na 17 e 22 fase dos ensaios supercriticos), quer nos
préprios extractos supercriticos considerados foram quantificados recorrendo a cromatografia liquida (HPLC) e

os respectivos resultados encontram-se expressos nas figuras 29 e 30.
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Figura 29 - Quantificagdo do hidroxitirosol e tirosol (ppm) existentes nos diferentes extractos aquosos: bagago e bagagos residuais
(resultantes das condicdes A e B e re-hidratados para 10, 15, 20 e 40%) depois de 3,5 h de extracgéo por CO2 supercritico e os extractos
supercriticos provenientes dos bagagos re-hidratados.

1 Os extractos supercriticos foram sujeitos a uma extracgdo com metanol para concentrar os compostos hidrofilicos e foram
estes ultimos os analisados
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Na figura 29, constam os teores em ppm de hidroxitirosol e tirosol provenientes dos perfis cromatograficos
obtidos no detector de diodos (HPLC-DAD) no c.d.o. de 280 nm. Relativamente aos extractos aquosos, e a par
do que se tinha verificado com a determinagao dos polifendis totais (2.4.1.), veio confirmar-se que de facto a
extracgao supercritica funciona como um pré-tratamento ao bagaco, favorecendo a recuperagéo dos polifendis,
sobretudo do hidroxitirosol. Este facto é comprovado pela diferenca obtida entre o bagaco (antes de sofrer
qualquer extraccdo supercritica) e os bagagos residuais resultantes das condi¢des A e B, cujos valores em
hidroxitirosol sdo de 14,2; 102,9 e 134,8 ppm, respectivamente. Apesar da extracgdo supercritica ter facilitado a
recuperacdo do tirosol a diferenga entre os trés extractos ndo é significativa atendendo ao desvio padrao
associado no bagaco inicial. N&o obstante, os valores médios de tirosol para o bagaco e bagagos residuais

resultantes das condigdes de extraccao supercritica A e B foram de 19,7; 30,5 e 29,8 ppm, respectivamente.

Ainda na figura 29, observa-se que os teores de tirosol e hidroxitirosol decrescem nos extractos aquosos com o
aumento do teor de humidade no bagaco, o que também se verifica para os respectivos extractos supercriticos.
Um dado curioso é o facto de que os extractos supercriticos possuirem teores de tirosol significativamente
superiores aos seus extractos aquosos correspondentes, sobretudo quando o bagaco foi sujeito a re-hidratagéo
de 10%. Assumindo que os teores totais de tirosol e hidroxitirosol, para este tipo de bagago de azeitona séo os
obtidos na extraccdo aquosa do bagaco residual sujeito a condigéo B de extracgdo supercritica, verifica-se que o
tirosol obteve uma percentagem de recuperagdo de cerca de 400%, 170%, 16% e 60% nos extractos
supercriticos provenientes dos bagagos com humidade de 10%, 15%, 20% e 40%, respectivamente. No caso do
hidroxitirosol e assumindo 0 mesmo raciocinio, verifica-se que a percentagem de recuperacao do hidroxitirosol
foi de 50%, 39%, 0% e 3,4% nos extractos supercriticos provenientes dos bagagos com humidade de 10%, 15%,

20% e 40%, respectivamente.

Neste ponto conclui-se que o factor humidade influéncia positivamente a extracgao supercritica dos polifenois
totais e em particular o hidroxitirosol e tirosol, para teores de humidade até 10 a 15% e negativamente para
teores de humidade superiores a 15%. N&o obstante, a extraccao supercritica de bagaco de azeitona com teores
de humidade entre 10 e 15% parece ser mais selectiva para a extracgao de tirosol enquanto que a extracgao de
hidroxitirosol é favorecida quando a extracgao supercritica funciona como pré-tratamento e o bagago residual

resultante é sujeito a uma extracgéo aquosa.

Na figura 30, constam os teores em ppm de hidroxitirosol provenientes dos perfis cromatograficos obtidos no
detector de diodos (HPLC-ED) ao c.d.o. de 280 nm. Os teores em hidroxitirosol fornecidos pelo HPLC-ED, nos
diversos extractos (aquosos e supercriticos) em estudo s&o muito semelhantes aos obtidos pelo HPLC-DAD.
Inclusivamente observa-se o decréscimo do teor em hidroxitirosol com o aumento do teor de humidade no
bagaco, visivel nos extractos aquosos e supercriticos. A principal diferengca entre os dois métodos de

identificacdo/quantificagéo residiu na incapacidade do HPLC-ED detectar o sinal do tirosol nos extractos.

66



Resultados e Discussao
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Figura 30 - Quantificagdo do hidroxitirosol (ppm) existente nos diferentes extractos aquosos: bagago, bagagos residuais sujeitos as
condicbes A e B de extracgdo supercritica e bagagos residuais inicialmente re-hidratados para 10, 15, 20 e 40% depois de 3,5 h de
extracgédo por CO2 supercritico e 0s extractos supercriticos provenientes dos bagacos re-hidratados.

2.6. Avaliagao da Capacidade Antioxidante

2.6.1. Método de ORAC
Na figura 31, estdo representadas as actividades antioxidantes dos extractos aquosos obtidos a partir do bagago
de azeitona e dos bagagos residuais nas diferentes condigdes supercriticas em estudo. Os resultados
encontram-se expressos em equivalentes de Trolox (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox - uM
CAET).
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Figura 31 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos aquosos obtidos a partir do bagago de azeitona e bagagos
residuais depois de 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico expresso em umol CAET

Através da figura 31, é possivel constatar que o bagago de azeitona, per si, ainda apresenta uma elevada
capacidade antioxidante da ordem dos 50 000 umol CAET. No entanto, quando o bagaco é sujeito a extracgéo

supercritica (condi¢des A e B) ha um aumento de 10 000 sobre a capacidade antioxidante.

1 Os extractos supercriticos foram sujeitos a uma extrac¢do com metanol para concentrar os compostos hidrofilicos e foram
estes Ultimos os analisados
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De facto, a extracgdo supercritica parece funcionar como um pré-tratamento, permitindo que compostos
intracelulares fiqguem disponiveis para serem recuperados apenas usando solventes como a agua, como foi 0
caso. Este aumento de actividade antioxidante parece estar relacionado com os polifendis totais e em particular
com hidroxitirosol, uma vez que para as mesmas condigdes também se verificou, respectivamente
concentragbes mais elevadas.

Tal como aconteceu nas determinagdes referentes aos polifendis quer totais, quer no hidroxitirosol e tirosol,
verifica-se que a medida que se aumenta o teor de humidade no bagago de azeitona, ocorre um decréscimo na
actividade antioxidante nos respectivos extractos aquosos, especialmente quando o bagago apresenta teores de
humidade de 20 e 40%. De notar ainda que quando o bagacgo de azeitona contém um teor de 10% de humidade,
a sua actividade antioxidante permanece muito proxima a verificada para as condigdes A e B de extracgéo

supercritica.

De salientar ainda que, os extractos aquosos provenientes dos bagagos residuais resultantes das condigbes A e
B mostraram maior capacidade de resgate do radical peroxilo com valores médios de actividade antioxidante de
66 000 pumol CAET.

Na figura 32, estdo representadas as actividades antioxidantes dos extractos supercriticos obtidos a partir da
extracgao supercritica dos bagagos com 10%, 15%, 20 e 40% de humidade. Atendendo ao interesse em estudar
a influéncia do teor de humidade na extracgao supercritica de compostos bioactivos no bagago, os quatro
extractos supercriticos foram ainda sujeitos a uma extraccdo com metanol, para concentrar os compostos
hidrofilicos responsaveis pela bioactividade que migraram do bagago para o extracto durante a extracgéo

supercritica (& semelhanga ao efectuado para o ponto 2.4.2 do presente capitulo).
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Figura 32 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos supercriticos e metandlicos obtidos a partir do bagago de
azeitona com 10, 15, 20 e 40% de humidade depois de 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico expresso em uM CAET

Observando a figura 32, verifica-se que tanto os extractos supercriticos como os extractos designados de
metanolicos, possuem actividade antioxidante. Curiosamente, para 10 e 20% de teor de humidade, os
respectivos extractos (supercritico e metandlico) possuem a mesma ordem de grandeza de actividade

antioxidante de cerca de 42 000 e 30 000 uM CAET, respectivamente. Houve um decréscimo na actividade
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antioxidante nos extractos supercriticos correspondentes aos bagagos com 15 e 40% de humidade e aumento
nos respectivos extractos metanélicos. Uma vez que os extractos supercriticos possuem igualmente a fracgao
que engloba os extractos metandlicos, faz sugerir que a actividade antioxidante deve-se sobretudo a esta
fraccdo 0 que explicaria a elevada actividade antioxidante no extracto metandlico resultante da extrac¢éo

supercritica do bagago de azeitona com 40% humidade por exemplo.

2.6.2. Método de HORAC
Na figura 33, estdo representados as actividades antioxidantes dos extractos aquosos obtidos a partir do bagago
de azeitona e dos bagagos residuais nas diferentes condigdes supercriticas em estudo. Os resultados

encontram-se expressos em M CAE (Equivalentes de Acido Cafeico).
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Figura 33 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos aquosos obtidos a partir do bagaco de azeitona e bagagos
residuais depois de 3,5 h de extracgéo por CO2 supercritico expresso em uM CAE

Através da figura 33, é possivel verificar que o bagago de azeitona, apresenta uma capacidade antioxidante da
ordem dos 22 000 uM CAE, muito semelhante aos obtidos para os bagacos residuais resultantes das condiges
A e B e 0 que resultou da hidratacdo de 15%. Contudo, o bagago que conduziu a um extracto aquoso com maior

actividade antioxidante foi o sujeitado a 40% de hidratag&o apresentando cerca de 90 000 uM CAE.

Observa-se também que a actividade antioxidante, relativamente aos extractos aquosos quer do bagago, quer
dos bagagos residuais, € mais baixa para o método de HORAC do que pelo método de ORAC o que revela a

natureza protectora dos compostos presentes nos extractos sobre as espécies reactivas.

Na figura 34, estdo representadas as actividades antioxidantes dos extractos supercriticos obtidos a partir da
extraccdo supercritica dos bagagos com 10%, 15%, 20 e 40% de humidade. Estes extractos foram igualmente
sujeitos a uma extraccdo com metanol para concentrar os compostos hidrofilicos responsaveis pela
bioactividade que migraram do bagago para 0 extracto durante a extracgdo supercritica (@ semelhanga ao

efectuado para o ponto 2.4.2 do presente capitulo).
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Figura 34 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos supercriticos e metandlicos obtidos a partir do bagago de
azeitona com 10, 15, 20 e 40% de humidade depois de 3,5 h de extracgdo por CO2 supercritico expresso em uMCAE

Observando a figura 34, verifica-se que a actividade antioxidante é influenciada negativamente com o aumento
do teor de humidade nos extractos supercriticos, uma vez que decresce de 22 000 para 2 500 umol CAE. No
entanto parece manter-se constante para valores de humidade entre os 15 e 20%. Relativamente aos extractos
designados de metandlicos, a actividade antioxidante néo é tdo influenciada pelo teor de humidade, sendo que o
extracto metandlico proveniente do bagaco re-hidratado para 20% € o que possui maior actividade antioxidante

por este método, atingindo cerca de 50 000 uM CAE.

Face ao exposto, & complicado escolher a melhor condigdo de extrac¢do sob o ponto de vista de obtengédo de
extractos com maior interesse em termos de bioactividade. Com este delineamento obteve-se quase como que
um fraccionamento dos constituintes dos extractos, todos eles de grande interesse, dependendo da
aplicabilidade. As condigdes de extracgao supercritica (A, B e 10% H) favorecem o bagago como ainda matéria-
prima para a extraccdo de polifendis, especialmente de hidroxitirosol, possuindo ainda elevada actividade
antioxidante pelo método de ORAC. Enquanto que em termos de extractos supercriticos analisados, as melhores
condigdes recairam sobre a extracgao para o0 bagaco hidratado a 10 e 15% para a obtengéo de hidroxitirosol e
tirosol; em termos de actividade antioxidante, por ORAC os extractos supercriticos de 10, 15 e 40% revelaram-se
mais interessantes; enquanto que pelo método de HORAC os extractos aquoso, resultante do bagaco residual

sujeito a hidratagao de 40%, e supercritico com 20% de humidade pareceram os mais interessantes.

No entanto, a escolha do extracto supercritico recaiu sobre a condigéo correspondente ao bagago sujeito a 20%
de hidratagédo atendendo a elevada actividade antioxidante verificada pelo método de HORAC, como também ao

rendimento de extrac¢do e composi¢ao em esterdis.
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3 - Encapsulamento dos Compostos Bioactivos do Bagaco de Azeitona

O encapsulamento dos compostos bioactivos do bagago de azeitona em inulina foi efectuada por spray-drier
para 3 temperaturas de secagem: 120, 155 e 190 °C. A inulina (25% m/m) foi dissolvida em agua destilada a 70 -
80 °C. O nivel de incorporagdo dos extractos bioactivos foi estabelecido para 20% (m/m base inulina) e o

emulsionante tween 60 foi adicionado (0,5% m/m base inulina) para criar uma emulsdo estavel.

Os encapsulados produzidos foram analisados em termos de polifendis totais e a actividade antioxidante foi

avaliada através do método ORAC.

3.1. Quantificagao dos Polifendis Totais
Na figura 35 estéo representados os compostos bioactivos resultantes das extracgbes convencional e por CO,
supercritico que foram encapsulados em matriz de inulina, em fungdo dos polifendis totais. Os valores

apresentados s&o valores médios associados aos respectivos desvios padrao.

Polifendis Totais
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Figura 35 - Teor em polifendis totais (mg EAG/ g particula) presentes nos encapsulados produzidos para diferentes temperaturas de
secagem: 120, 155 e 190 °C.

Através da figura 35, verifica-se que o extracto proveniente da extracgao por CO, supercritico apresenta maior
composicao em polifendis totais (reportados a mg de equivalentes de acido gélico/ g de particula) que o extraido
por extracgao convencional. No caso do extracto proveniente da extraccao supercritica, verifica-se que a medida
que a temperatura de atomizagdo aumenta, ocorre um decréscimo no teor total de polifendis. Quanto ao extracto
obtido por extracgdo convencional, parece ter menos estabilidade térmica, face ao primeiro, principalmente
quando a temperatura de secagem é de 120 °C. Isto porque, a taxa de evaporacgao do sistema (emulsdo) é mais
lenta para esta temperatura, podendo degradar os compostos fendlicos, o que pode explicar o facto de o teor em

polifendis ser mais elevado quando as temperaturas de secagem sdo de 155 e 190 °C.
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3.2. Avaliagao da capacidade Antioxidante
Na figura 36 estdo representadas as actividades antioxidantes dos extractos bioactivos encapsulados em matriz

de inulina, determinadas pelo método de ORAC.
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Figura 36 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos bioactivos encapsulados em matriz de inulina atomizados a
120, 155 e 190°C, previamente obtidos a partir de 3,5 h de extracgdo supercritica do bagago de azeitona com 20% de humidade e
extracg&@o convencional durante 8 horas utilizando n-hexano como solvente expresso em pM CAET

O extracto bioactivo proveniente da extracgdo por CO, supercritico do bagago com 20% de humidade
apresentava uma actividade antioxidante de 30 000 uM CAET e analisando a figura 36, é possivel verificar que a
actividade antioxidante decresce substancialmente no processo de encapsulamento registando-se valores
médios de 5 000 uM CAET quando a atomizacéo é feita a 120 °C e 3 000 uM CAET para temperaturas de
secagem de 155 e 190°C. O extracto obtido por extraccdo convencional apresentava uma actividade
antioxidante de cerca de 17 380 uM CAET pelo que com o processo de encapsulamento também diminuiu para
cerca de 800 uM CAET para temperaturas de secagem de 120 e 190 °C e de 2 200 yM CAET para uma
temperatura de secagem de 155 °C. N&o obstante, verifica-se que a actividade antioxidante é maior nos
extractos bioactivos provenientes da extraccdo por CO; supercritico que os obtidos por extracgdo convencional e
que decresce com o aumento da temperatura de secagem. No entanto, verifica-se ser possivel encapsular os
extractos bioactivos do bagago de azeitona na matriz de inulina por atomizag@o, quer se trate de extractos
provenientes de extracg&o supercritica ou convencional preservando os compostos polifendlicos e actividade

antioxidante.
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V - CONCLUSOES

No decorrer do trabalho experimental foi possivel retirar as seguintes conclusdes:

Com este delineamento obteve-se quase como que um fraccionamento dos constituintes dos
extractos, todos eles de grande interesse, dependendo da aplicabilidade. O bagago de azeitona, é
um subproduto a valorizar pela sua riqueza em compostos bioactivos, nomeadamente em acido

oleico, B-Sitosterol e compostos polifendlicos como € o caso do hidroxitirosol e tirosol;

A extraccdo por CO, supercritico mostrou ser uma metodologia vidvel, com elevada
reprodutibilidade na recuperacdo de compostos bioactivos deste tipo de subproduto;

As condicOes de extraccao supercritica (A, B e 10% H) favorecem o bagago como ainda matéria-
prima para a extracgdo de polifendis, especialmente de hidroxitirosol e tirosol, possuindo ainda
elevada actividade antioxidante pelo método de ORAC.

Re-hidratando o bagago de azeitona para valores de humidade entre 10 a 40% é igualmente
possivel recuperar compostos bioactivos de natureza hidrofilica no extracto supercritico.
Inclusivamente a extracgéo supercritica dos alcoois terpénicos, sobretudo o eritrodiol, é favorecida
com 0 aumento do teor de humidade;

Para teores de humidade iguais ou superiores a 40% a extracgdo por CO, supercritico torna-se
mais selectiva para compostos lipossoluveis, razdo pela qual ndo foi possivel quantificar os acidos
gordos;

Actividade antioxidante elevada foi observada em todos os extractos analisados, quer pelo método
de ORAC, quer pelo método de HORAC revelando uma elevada sinergia entre os compostos
presentes nos extractos;

E possivel, através do processo de atomizagéo, enquanto metodologia de encapsulamento,
encapsular os compostos bioactivos provenientes do bagaco de azeitona, quer por extrac¢éo por
CO; supercritico, quer recorrendo a extracgao convencional preservando s compostos polifendlicos
e actividade antioxidante.
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ANEXO 1 - EXTRACCAO CONVENCIONAL

Os bagacos de azeitona foram sujeitos a uma extrac¢do em aparelho de soxhlet, utilizando éter de

petroleo como solvente organico.
Preparacao do bagago de azeitona para a extracgao quimica:

1. Pesou-se 10 g de bagaco de azeitona para placas de petri previamente forradas com folha de
aluminio;
2. No fim do dia as placas foram colocadas na estufa a 100-105 °C (para retirar toda a humidade

presente na amostra).
Metodologia de extracg¢do quimica:

3. O bagaco de azeitona foi acondicionado na folha de aluminio, posteriormente furada (para que
0 solvente pudesse entrar em contacto com a amostra) e de seguida foi colocado num cartucho de filtro
de papel da whatman de dimensdes 28x100 mm e no topo do cartucho foi aplicado algod&o.

4. O conjunto de extrac¢do que envolveu um baldo de fundo plano de 250 ml, um extractor

soxhlet de 125 ml e um condensador foi montado.

O extractor soxhlet suportou o cartucho de filtro contendo o bagago de azeitona e foi preenchido com
esferas de vidro. O volume de solvente adicionado foi o suficiente para ndo comprometer a extracgéo,

cerca de 200 ml de éter de petrdleo para um soxhlet de 125 ml e um balao de fundo plano de 250 ml.

5. Durante 4 horas o solvente ficou em contacto com a matriz a saturar e passado esse tempo, o
soxhlet foi conectado ao condensador e o conjunto de extracg¢do foi montado numa tina com agua

mantida a 80+2°C por uma cabega termostatizada. A extracgdo terminou ao fim de 16 horas.
Recuperagao do extracto etéreo:

6. Terminada a extracgao, o solvente foi evaporado recorrendo a um rotavapor (Rotavapor R-200,
Heating bath B-490, Vacuum controller V-500 — Biichi) e o baldo de fundo plano contendo o extracto
lipidico foi limpo com é&cido cloridrico para eliminar residuos de calcario e foi colocado em estufa (100-
105°C) até se atingir peso constante e a massa de extracto foi determinada gravimetricamente em
balanga analitica.De cada bagaco de azeitona foram efectuadas quatro extracgdes quimicas, que

decorreram em simultaneo.



ANEXO 2 - DETERMINAGAO DOS POLIFENOIS TOTAIS

A quantificagdo dos polifendis totais foi determinada recorrendo ao método colorimétrico usando o
reagente de Folin-Ciocalteu. Este método baseia-se na capacidade dos compostos fenolicos presentes

na amostra reduzirem o reagente de folin-Ciocalteu em condicdes béasicas (Matias, 2008).

Quadro I - Matrizes sujeitas a determinag&o dos Polifendis Totais

Bagaco de Azeitona Extractos Supercriticos
(Extracgao Aquosa) (Extracgao por Metanol)

e Bagaco Inicial

12 Fase de Extracgéo Supercritica
e Bagaco dSC-CO2 (condicdo A)
e Bagaco dSC-CO2 (condic&o B)

22 Fase de Extracgdo Supercritica | 2° Fase de Extracgao Supercritica
e Bagaco ¢/ 10% Humidade e Bagaco ¢/ 10% Humidade
e Bagaco ¢/ 15% Humidade e Bagaco ¢/ 15% Humidade
e Bagago ¢/ 20% Humidade e Bagaco ¢/ 20% Humidade
e Bagaco ¢/ 40% Humidade e Bagaco ¢/ 40% Humidade

1. Extracgdo aquosa do bagago de azeitona antes e depois de extracgédo por CO; supercritico
A extraccdo dos compostos fendlicos, no bagago de azeitona, foi feita mediante o método interno
(Almeida, 2009). Baseia-se numa extrac¢do aquosa de razao matriz/solvente de 1:4. Todos os bagagos
provenientes das diferentes condi¢des de extracg@o por CO. supercritico foram sujeitos a extracgao
aquosa realizada em placa de agitagdo durante 30 minutos e a 900 rpm. A separagéo dos solidos foi
efectuada por centrifugacéo durante 20 minutos a 4°C e a 9 000 rpm. Houve ainda a necessidade de se
proceder a uma filtragdo sob vacuo usando um funil de Biichner para o efeito. Antes de se iniciar o
ponto 4. uma diluicdo de 1:4 dos extractos (por se esperar uma concentracéo elevada de polifendis

devido ao tipo de matriz) foi realizada.

2. Extracgdo metandlica dos extractos supercriticos
Os extractos supercriticos resultantes dos quatro niveis de hidratacdo (10, 15, 20 e 40%) foram
dissolvidos em metanol numa razéo aproximada de 2:1 (m/v); a excepgao do extracto supercritico

resultante do bagago com 40% de humidade cuja razéo foi de aproximadamente 1:1 (m/v) (por



limitagdo de amostra). A separacéo entre as fases alcodlica e lipidica foi estabelecida por centrifugacéo
a 6 000 rpm durante 20 minutos e a 4 °C. Antes de se iniciar o ponto 4. uma diluicdo de 1:4 dos
extractos foi realizada (por se esperar uma concentragao elevada de polifendis devido ao tipo de

matriz).

3. Extracgdo dos Compostos Bioactivos Encapsulados
A extraccdo dos compostos bioactivos iniciou-se com a adigdo de 1 ml de DMSO em 250 mg de
particulas encapsuladas durante uma hora e sob ligeira agitacdo. Este solvente garante a destruicéo
das capsulas libertando para o meio o extracto bioactivo. Findo o tempo, a determinagéo dos polifenois

inicia-se com o exposto no ponto 4.

4. Retirou-se 20 uL de extracto ao qual se adicionou 1580 pL de agua destilada, seguido de 100
ML de reagente de Folin-Ciocalteu e 300 uL de uma solugdo saturada de Na2COs. A solugdo é mantida
numa estufa durante 30 minutos a 40 °C. Uma curva de calibracéo foi feita usando o &cido galico como
padrdo numa gama de concentragbes de 0 — 1000 mg/L. A absorvancia é lida a 765 nm num

espectrofotometro (Thermo Espectronic, Genesys10uv; U.S.A).

Todos os ensaios descritos neste bloco foram feitos em duplicado, de forma independente e os

resultados finais s&o expressos em equivalentes em &cido galico (EAG)/L.



ANEXO 3 - ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE — METODO DE ORAC

O ensaio consiste na adicdo de 25 uL de amostra (ou PBS - Branco), 150 uL de uma solugdo de
fluoresceina diacetato (4x10¢ mM) e incuba-se a 37°C durante 10 minutos. Ap6s incubagao, adicionar
25 pL de AAPH (41,4 g/L) a cada um dos pogos (suporte das amostras). A fluorescéncia da mistura
reaccional &€ medida a cada 1 minuto, ao longo de 30 minutos a temperatura de 37°C (Aem=515 nm,

Aex=493 nm). Todas as solugdes sao preparadas em PBS (75 mM, pH 7.4).

Seleccionou-se o Trolox como composto fendlico padrdo, pelo que, em cada ensaio, é necessario
efectuar uma recta de calibragdo com solugdes padréo de Trolox (0, 5, 10, 20, 40, 50 uM). Os
resultados finais de ORAC s&o calculados através da regressdo linear entre os valores de
concentragdo de Trolox e a area abaixo da curva de fluorescéncia (AUC), sendo expressos em

equivalentes de Trolox (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox - uM CAET).

Preparagdo do Phosphate Buffer Saline

De seguida encontram-se as massas dos compostos necessarios para preparar 1litro de PBS (PBS -
Phosphate Buffer Saline) (75 mM, pH 7.4).

Quadro Il - Massas dos compostos necessarios para preparar 1 litro de PBS (75mM, pH 7.4).

Massa (g)
NaCl 8,0047
KH2PO4 1,5305

NazHPO4 10,8118

KCI 0,2022

Solubilizar em &gua até quase perfazer o volume final de 1 litro, sob agitagcdo. Ajustar o pH, caso

necessario utilizando KH2PO4. Transferir para um baldo e ajustar o volume.



ANEXO 4 - ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DE HORAC

O ensaio consiste na adicdo de 10 uL de amostra (ou PBS - Branco), 180 uL de uma solugdo de
fluoresceina (4x10-6mM) e incuba-se a 37 °C durante 10 minutos e adiciona-se 5 L de H202 (1,1 M).
Apos incubacéo, adicionar 5 uL de CoF2 a cada um dos pogos. A fluorescéncia da mistura reaccional é
medida a cada 1 minuto, ao longo de 30 minutos a temperatura de 37°C (Aem=515 nm, Aex=493 nm).

Todas as solugdes séo preparadas em PBS (75 mM, pH 7.4).

Seleccionou-se o acido cafeico como composto fendlico padrao, pelo que, em cada ensaio, €
necessario efectuar uma recta de calibragdo com solugdes padréo de acido cafeico (0, 100, 200, 300,
400, 600 uM). Os resultados finais de HORAC séo calculados através da regresséo linear entre o0s
valores de concentragdo de &cido cafeico a area abaixo da curva de fluorescéncia (AUC), sendo
expressos em equivalentes de 4cido cafeico (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Acido
Cafeico - uM CAEAC).
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ANEXO 5 - QUANT'IFICA(;AO DA FRAC(}AO LIPIDICA POR EXTRACGAO
CONVENCIONAL (ETER-DE-PETROLEQ) DOS DIFERENTES BAGACOS

Quadro Il - Quantificagdo dos acidos gordos

g acidos gordos/100 g bagago de azeitona (bs) g acidos gordos/g dleo
ficidos Gordos ~Arbosana — Arbequina Koroneiki anosana — Arbequina Koroneiki
N° Carbonos Nome wilgar 12 Extracgédo 2 ®Extracgdo 12 Extracgéo 2 ®Extracgéo
C14:0 Acido miristico 0,002 0,002 0,003 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
C16:0 Acido palmitico 1,721 1,199 1,437 0,941 0,137 0,132 0,127 0,113
C16:1 Acido palmitoleico 0,133 0,098 0,146 0,074 0,011 0,011 0,013 0,009
C17:0 Acido margarico 0,018 0,011 0,010 0,004 0,001 0,001 0,001 0,001
C17:1 Acido margaroleico 0,030 0,021 0,019 0,008 0,002 0,002 0,002 0,001
C18:0 Acido estearico 0,266 0,183 0,198 0,190 0,021 0,020 0,017 0,023
C18:1 Acido oleico 8,602 6,238 7611 5,765 0,683 0,685 0674 0,695
C18:2 Acido linoleico 1,053 0,806 1,206 0,800 0,084 0,089 0,107 0,096
C18:3 Acido linolénico 0,094 0,065 0,070 0,066 0,007 0,007 0,006 0,008
C20:0 Acido araquidico 0,050 0,036 0,041 0,035 0,004 0,004 0,004 0,004
C20:1 Acido gadoleico 0,031 0,024 0,034 0,023 0,002 0,003 0,003 0,003
C22:0 Acido beénico 0,025 0,018 0,016 0,016 0,002 0,002 0,001 0,002
C24:0 Acido lignocérico 0,010 0,007 0,008 0,006 0,001 0,001 0,001 0,001
Quadro IV - Quantificagéo dos esterois
Esterdis Arbosana 12 Extracgdo  Arbosana 22 Extracgdo Arbequina Koroneiki Arbosana 12 Extracgdo Arbosana 22 Extracgdo Arbequina Koroneiki
Colesterol 0318 021 0,265 0232 0,025 0,023 0,023 0,028
Campesterol 2,125 1,485 1741 1,528 0,169 0,163 0,154 0,184
Estigmasterol 1,005 0,607 0,594 0350 0,080 0,067 0,053 0,042
beta -Sitosterol 53,62 36,804 4423 35817 4257 4,037 3918 4320
Delta-7- Estigmastenol 0052 0048 0079 008 0,004 0005 0007 0010
Delta - 7 - Avestanol 0123 0,004 0,109 0,096 0,010 0,010 0,010 0,012
Eritrodiol 19,53 112 8,00 790 1,550 1329 0,708 0,952
Uvaol 384 2,59 0,96 0,74 0,305 0,284 0,085 0,089
Esterois Totais (mg/Kg) 452,87 431459 417844 460142
Peso da amostra (g) 501 501 411 4,88
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ANEXO 6 - DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULA DAS AMOSTRAS DE BAGAGO DE AZEITONA LIOFILIZADO APOS

MOENDA

Quadro V - Distribui¢&o da frac¢do massica por tamanho médio de particula

Fracgdo

Fracgdo

Ds =

1

I
3

n

- e, o sy
Crivos Retidalg)  Méssica (%) % cumulativa Incremento Dp; (mm) Tp; (mm) xi % % g(xi/fm) o “:“}.}?“ iy = Z{u il
gt:lgﬁ'{i
D5 2mm 05 03 03 [2-1] 2 2 0,0028 0,0014 0,0003
D4 1mm 34,6 19,2 194 [1-0,5 1 15 0,1917 0,1278 0,0568 0,3276 0,2541 0,5836
D3 0,5mm 242 134 329 [0,5-0,355[ 05 0,75 0,1341 0,1788 0,3178 mm mm mm
D2 0,355 mm 46,3 25,7 58,5 [0,355-0,032[ 0,355 0,4275 0,2565 0,6000 3,2832
D1 0,032 mm 749 415 100,0 [0,032-Colector] 0,032 0,1935 0,4150 21445 572746
DO Colector 0 0,0 100,0 Colector 0 0 0 0
Sendo que:

DS — Diametro médio volume-superficie

V —

Diametro volumétrico médio

DM — Diametro médio massico
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ANEXO 7 - CONDIGOES DE EXTRACCAO POR CO, SUPERCRITICO (A e B)

ESTEROIS

Quadro VI - Quantificagéo dos Esterdis - Condi¢o A de Extracgéo Supercritica

Esterdis Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 (30 min) Ponto 2 (60 min)
Colesterol 0,073 0,071 0,014 0,014 0,025
Campesterol 0,752 0,736 0,147 0,151 0,169
Estigmasterol 0,318 0,297 0,062 0,062 0,080
B-Sitosterol 21,166 20,453 4,148 4,201 4,257
A-7-Estigmastenol 0,026 0,020 0,005 0,004 0,004
A-7-Avestanol 0,041 0,063 0,008 0,013 0,010
Eritrodiol 3,88 5,93 0,760 1,218 1,550
Uvaol 0,59 0,86 0,116 0,177 0,305
Esterdis Totais (mg/Kg) 4402,72 4463,32 4552,87
Peso da amostra (g) 1,02 1,04 5,01
Quadro VII - Quantificagdo dos Esterois - Condicao B de Extrac¢do Supercritica
Esterdis Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 (Pré-tratamento+30 min) Ponto 2 (60 min)
Colesterol 0,062 0,056 0,020 0,009 0,025
Campesterol 0,352 1,069 0,111 0,166 0,169
Estigmasterol 0,158 0,452 0,050 0,050 0,080
B-Sitosterol 10,047 28,838 3,185 4,491 4,257
A-7-Estigmastenol 0,021 0,043 0,007 0,007 0,004
A-7-Avestanol 0,023 0,068 0,007 0,011 0,010
Eritrodiol 1,85 573 0,586 0,892 1,550
Uvaol 0,32 0,83 0,101 0,130 0,305
Esterdis Totais (mg/Kg) 3400,68 4768,28 4552,87
Peso da amostra (g) 0,63 1,81 5,01




ANEXO 8 - INFLUENCIA DO TEOR DE HUMIDADE NA EXTRACGAO
SUPERCRITICAPOR CO:- ESTEROIS

Quadro VIII - Quantificagdo dos Esterdis

Esterdis 10% H 15% H 20% H 40% H

Colesterol 0,124 0,124 0,137 0,120 0,318
Campesterol 1,669 1,905 2,001 1,261 2,125
Estigmasterol 0,738 0,855 0,911 0,574 1,005
B-Sitosterol 42,716 49,727 52,540 32,387 53,62
A-7-Estigmastenol 0,089 0,065 0,076 0,041 0,052
A-7-Avestanol 0,038 0,042 0,068 0,044 0,123
Eritrodiol 12,63 14,24 15,90 11,79 19,53
Uvaol 2,00 234 1,93 1,79 384
Esterdis Totais (mg/Kg) 4576,13 4411,39 4356,00 4455,02 4552,87
Peso da amostra (g) 1,51 1,52 1,54 1,44 5,01

Quadro IX - Quantificagéo dos Esterdis

Esterdis 10% H 15% H 20% 40%

Colesterol 0,012 0,010 0,011 0,015 0,025
Campesterol 0,168 0,159 0,156 0,163 0,169
Estigmasterol 0,074 0,074 0,071 0,074 0,080
[B-Sitosterol 4,295 4,148 4,094 4,178 4,257
A-7-Estigmastenol 0,009 0,005 0,006 0,005 0,004
A-7-Avestanol 0,004 0,004 0,005 0,006 0,010
Eritrodiol 1,270 1,188 1,239 1,521 1,550
Uvaol 0,201 0,195 0,150 0,231 0,305




ANEXO 9 - CONDICOES DE EXTRACCAO POR CO; SUPERCRITICO - ACIDOS GORDOS

Quadro X - Quantificagao dos Acidos Gordos — Condigéo A

Massa Extracto 12,1503 Massa Extract(2,0513 Massa Extracto 0,648 Massa Extracto (0,2522
Massa Bagago (g42,1367 Massa Bagago 42,1367 Massa Bagago (g42,1367 Massa Bagago (42,1367
Conversao Lipidica (g acido ¢ 0,956
Area Total [uv.s] 1485758243 Area Total [v.s 16124356,97 Area Total [uv.s] 9716456,39 Area Total [uvs] 7864174,24
Acidos Gordos PONTO 1-30 MIN PONTO 2- 60 MIN PONTO 3- 60 MIN PONTO 4- 60 MIN
- - g écido - - - - - - - - -
acido gordo/ | g &cido gordo/ acido gordo/ acido gordo/ 4cido gordo/100 acido gordo/ 100 | g 4cido gordo/ acido gordo/100 acido gordo/ 100| g 4cido gordo/ 4cido gordo/100
N° Carbonos Nome vulgar Resultados (%) g g gaadog gordo/100 g | Resultados (%) g act g gecdog ~ g |gecdog 9 Resultados (%) g g gaadog . 9| gaadog Resultados (%) gad g gaadog N g|gacdog g
100 g dleo g extracto bagaco (bs) 100g dleo extracgdo bagaco (bs) g 6leo extracgdo g bagaco (bs) g 6leo extracgdo bagago (bs)
C14:0 Acido miristico 0,03 0,0268 0,000576549 0,0014 0,02 0,022341 0,0005 0,00109 0,0310 0,029662 0,000192 0,00046 0,0754 0,07208 0,00018 0,000431
C16:.0 Acido palmitico 137 13,1052 0,2818 0,6688 13,0438 12,469862 0,2558 0,60706 1244 11,888898 0,077040 0,18283 12,82 12,25482 0,03091 0,073349
C16:1 Acido paimitleico 113 1,07789 0,0232 0,0550 1,01 0,966380 0,0198 0,04705 0,87 0,834261 0,005406 0,01283 091 0,86901 0,00219 0,005201
C17:0 Acido margarico 0,13 0,12344 0,0027 0,003 0,13 0,126434 0,0026 0,00616 0,13 0,123175 0,000798 0,00189 0,12 0,11946 0,00030 0,000715
C171 Acido margaroleico 025 0,23504 0,0051 0,0120 0,26 0,244155 0,0050 0,01189 0,22 0,207122 0,001342 0,00319 0,20 0,18990 0,00048 0,001137
C18:0 Acido estezrico 198 1,89632 0,0408 0,0968 217 2,073005 0,0425 0,10092 242 2,315689 0,015006 0,03561 229 219319 0,00553 0,013127
c18:1 Acido oleico 72,02 68,84914 1,4805 3,5135 72,623 69,427367 14242 3,37986 72,83 69,629668 0,451200 1,07080 72,87 69,66025 0,17568 0,416936
C18:2 Acido linoleico 9,10 870110 0,1871 0,4440 893 8,538695 0,1752 0,41568 9,01 8615371 0,055828 0,13249 873 8,34802 0,02105 0,049965
Cc18:3 Acido linolénico 0,88 0,83918 0,0180 0,0428 0,84 0,804534 0,0165 0,03917 0,80 0,765516 0,004961 0,01177 0,80
0,76118 0,00192 0,004556
C20:0 Acido araquidico 0,35 0,33454 0,0072 0,0171 0,42 0,406186 0,0083 0,01977 0,51 0,490667 0,003180 0,00755 0,52 0,49351 0,00124 0,002954
c20:1 Acido gadoleico 023 0,22287 0,0048 0,0114 0,27 0,261777 0,0054 0,01274 0,32 0,309823 0,002008 0,00476 0,25 0,24249 0,00061 0,001451
C220 Acido beénico 0,15 0,14237 0,0031 0,0073 0,20 0,191167 0,0039 0,00931 0,29 0,277654 0,001799 0,00427 0,29 0,27312 0,00069 0,001635
C24:0 Acido lignocérico 0,05 0,04611 0,0010 0,0024 0,07 0,068098 0,0014 0,00332 0,12 0,1124% 0,000729 0,00173 0,13 0,12297 0,00031 0,000736
100,00 100,00 95,600000 1,910 4,65 100,00 100,0
Isémeros Transoleicos 0,04 0,01 0,08 0,02
Isémeros Translinoleicos+ Translinolénicos 0,04 0,02 0,01 0,01
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Quadro XI - Quantificagao dos Acidos Gordos — Condig&o B

Massa Extracto 11,4039
Massa Bagago (g 44,5005
Conversao Lipidica (g &cido gor

0,956

Massa Extracto 12,8576
Massa Bagago (44,5005

Massa Extracto (0,9756
Massa Bagago (g44,5005

Massa Extracto (0,4188
Massa Bagaco (944,5005

Avea Total [vs] 1137987663 Avea Total [v.s] 1635532176 Area Total [v.s] 1855007251 Avea Total [v.s] 1999765524
Acidos Gordos PONTO 1- 1H Incubagéo + 30 MIN PONTO 2- 60 MIN PONTO 3-60 MIN PONTO 4-60 MIN
o .1 |9 écido gordol|g &cido gordo/| ¢ acido +,\| 9 &cido gordol |g 4cido gordo/[ g acido o\ |9 4cidogordo/{ g acido g acido 0 g acido g acido g acido
" Carbonos Nome wigar - |Resultados (%) 100 g dleo gextracto | gordo/100g Resultados (%) 100g 6leo gextracgio | gordo/100g Resultados (*) 100 g 6leo gordo/ g | gordo/100g Resultados (*) gordo/100g | gordo/ g | gordo/100g

C14:0 Acido miristico 0,03 0,0263 0,0004 0,0008 0,02 0,020945 0,0006 0,00135 0,0226 0,021604 0,000211 0,00047 0,0289 0,02766 0,00012 0,000260
C16:0 Acido palmitico 13,18 12,5994 0,1769 0,3975 13,6300 13,030302 0,3724 0,83674 1,72 11,202022 0,109287 0,24559 12,16 11,62304 0,04868 0,109386
C16:1 Acido palmitoleico 1,1 1,06534 0,0150 0,0336 1,09 1,041308 0,0298 0,06687 0,80 0,768930 0,007502 0,01686 087 0,83270 0,00349 0,007837
C17:0 Acido margarico 0,19 0,17753 0,0025 0,0056 0,13 0,123838 0,0035 0,00795 0,13 0,123737 0,001207 0,00271 0,13 0,12348 0,00052 0,001162
C17:1 Acido margaroleico 0,24 0,22651 0,0032 0,0071 0,24 0,234152 0,0067 0,01504 0,21 0,204712 0,001997 0,00449 0,22 0,21073 0,00088 0,001983
C18:0 Acido estearico 187 1,78303 0,0250 0,0563 2,03 1,941702 0,0555 0,12469 248 2,368212 0,023104 0,05192 245 2,34204 0,00981 0,022041
C18:1 Acido oleico 72,61 69,4172 0,9745 2,1898 72,198 69,021064 19723 443219 7400 70,746862 0,690206 1,55101 7340 70,17077 0,29388 0,660386
C18:2 Acido linoleico 9,22 881118 0,1237 0,2780 9,02 8,626142 0,2465 0,55393 8,49 8,118181 0,079201 0,17798 8,66 8,27567 0,03466 0,077883
C18:3 Acido linolénico 0,86 0,82225 0,0115 0,0259 0,84 0,798794 0,0228 0,05129 0,77 0,731672 0,007138 0,01604 0,80 0,76621 0,00321 0,007211
C20:0 Acido araquidico 0,32 0,30653 0,0043 0,0097 0,35 0,338618 0,0097 0,02174 0,59 0,564727 0,005509 0,01238 0,55 0,53033 0,00222 0,004991
C20:1 Acido gadoleico 0,22 0,20984 0,0029 0,0066 0,23 0,215988 0,0062 0,01387 0,32 0,307927 0,003004 0,00675 0,33 0,31267 0,00131 0,002943
C22:0 Acido beénico 0,13 0,12149 0,0017 0,0038 0,17 0,160397 0,0046 0,01030 0,32 0,306459 0,002990 0,00672 0,29 0,27769 0,00116 0,002613
C24:0 Acido lignocérico 0,04 0,03880 0,0005 0,0012 0,05 0,046749 0,0013 0,00300 0,13 0,120063 0,001171 0,00263 0,10 0,09899 0,00041 0,000932

100,00 0,000000 0,0000 100,00 95,600000 2,7319 6,14 99,98 100,0

Isémeros Transoleicos 0,17 0,01 0,02 0,03

Isdmeros Translinoleicos+T ranslinolénicos 0,04 0,02 0,02 0,02
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ANEXO 10 — INFLUENCIA DO TEOR DE HUMIDADE NA EXTRACCAO POR CO, SUPERCRITICO - ACIDOS GORDOS

Quadro XII - Quantificagao dos Acidos Gordos

Massa Extracto (g) 3,942 Massa Extracto (g) 4,7671 Massa Extracto (g) 6,2703
Massa Bagago (g BS) 39,6342 Massa Bagago (g BS) 39,7667 Massa Bagago (g BS) 48,9000
Conversao Lipidica 0,956
Area Total [uv.s] 14906180,90 Area Total [uv.s] 17228439,11 Area Total [uv.s] 14114103,23
Acidos Gordos PONTO 10% - 1H Incubagéo + 210 MIN PONTO 15% - 1H Incubagéo +210 MIN PONTO 20% - 1H Incubagéo +210 MIN
L. L. g acido g acido L. g acido L. L. g acido
Resultados |g acido gordo/| g acido gordo/ Resultados g acido gordo/ g acido gordo/ | g acido gordo/
Ne Carbonos Nome wlgar %) 100 g 6leo extracto gordo/100 g %) gordo/100 g extracto gordo/100 g |Resultados (%) 100 g dleo extracto gordo/100 g
o g g bagago (bs) o dleo g bagaco (bs) g g bagaco (bs)
C14:0 Acido miristico 0,86 9,6517 13511,2619 610,6426 1,09 12,2679 17173,6255 776,1635 0,77 8,6083 12050,5993 544,6279
C16:0 Acido palmitico 624,07 6999,1564 9797962,2893 | 442819,7344 714,81 8016,9068 | 11222688,1914| 507210,3421 599,40 6722,4539 9410612,5717 | 425313,4312
C16:1 Acido palmitoleico 49,02 549,80924 769665,6431 34785,1038 54,85 615,19204 | 861193,5541 | 38921,7155 46,51 521,68240 730291,5124 | 33005,5867
C17:0 Acido margarico 6,07 68,10584 95339,8357 4308,8919 7,04 78,96869 110546,4949 | 4996,1582 5,90 66,22418 92705,7415 4189,8438
C17:1 Acido margaroleico 11,22 125,78450 176082,9068 7958,0819 13,01 14594294 | 204302,2583 | 92334578 10,58 118,70397 166171,0226 | 7510,1134
C18:0 Acido estearico 100,00 1121,53690 1570014,3850 | 70956,9329 116,86 1310,60696 | 1834689,3275 | 82918,9393 95,94 1075,99096 | 1506255,6436 | 68075,3512
C18:1 Acido oleico 3317,95 37211,98339 | 52092222,00373 | 2354312,3796 3839,70  |43063,67521|60283874,3013|2724534,7980 3143,82 35259,13927 |49358479,2621(2230760,6451
C18:2 Acido linoleico 399,69 4482,64737 6275157,6472 | 283606,2806 459,13 5149,32181 | 7208420,2559 | 325785,1632 368,34 4131,05378 | 5782969,6540 | 261361,8027
C18:3 Acido linolénico 3741 419,54604 587313,1067 26543,6655 43,54 488,31563 | 683582,1166 | 308945516 33,10 371,19243 519623,9614 | 23484,4489
C20:0 Acido araquidico 18,49 207,33852 290248,5501 13117,8078 2248 252,17039 | 353007,6873 | 15954,2123 18,13 203,32043 284623,7157 | 12863,5929
C20:1 Acido gadoleico 12,89 144,60856 202434,2905 9149,0349 16,93 189,90889 | 265849,1959 | 12015,0769 12,00 134,55205 188356,3977 | 8512,7833
C22:0 Acido beénico 8,83 98,99456 138580,2727 6263,1471 11,25 126,19718 | 176660,6074 | 7984,1911 8,18 91,71541 128390,3420 | 5802,6124
C24.0 Acido lignocérico 2,97 33,29222 46605,0317 2106,3183 3,74 41,95855 58736,8407 2654,6165 292 32,69901 45774,6143 2068,7876
4589,46 5304,46 4345,58
Isdmeros Transoleicos 1,29 0,02 0,03
Isémeros Translinoleicos+Translinolénicos 2,69 0,03 0,02
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