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Resumo

O presente trabalho tem como objetivo a obten¢c&o de extratos ricos em compostos
bioativos de valor acrescentado, a partir de bagacos de azeitona, subproduto usualmente néo
explorado e causador de poluicdo, utilizando processos ndo poluentes, segundo 0s principios
da economia circular.

Utilizaram-se dois bagacos de azeitona monovarietais (Galega e Cobrangosa) e um
bagaco industrial proveniente de azeitonas de cultivares desconhecidos.

A extracdo dos compostos bioativos presentes nos bagacos de azeitona foi executada
com auxilio da tecnologia de ultrassons e por solventes permitidos na industria alimentar. As
condicdes foram otimizadas de modo a maximizar as bioatividades dos extratos etandlicos e

aguosos quanto a sua atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria.

Os resultados revelaram que as condi¢Ges de extracdo que forneceram os melhores
resultados em termos teor de capacidade antioxidante incluiram tratamentos de ultrassons
(15min), extracdo com solvente etanol (100%) e mistura de solventes (agua/etanol 50:50), um

tempo de extracdo de 30 minutos e uma faixa de temperatura de 30-40 °C.

As amostras com maior capacidade antioxidante foram as amostras provenientes do
bagaco de azeitona da cultivar Cobrancosa, com valores de DPPH entre 63,86 - 84,75 de
%IC50 e 80,24 - 97,09 [trolox] mg/g amostra de FRAP, seguidos pelos extratos obtidos da
cultivar Galega, e os extratos obtidos usando os bagacos industriais apresentaram os valores

mais baixos.

Todos os extratos possuem propriedades anti-inflamatérias elevadas e os extratos
obtidos com etanol apresentaram capacidade antimicrobiana contra bactérias E. coli, S.

aureus, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa.

O extrato obtido do bagaco de azeitona da cultivar Cobrancosa com etanol (C-ETOH)
apresentou os melhores resultados de Concentragdo Bactericida Minima (0,625 g baga¢o/100
mL) para as diferentes bactérias analisadas, seguido pelo extrato obtido do bagaco de
azeitona da cultivar Galega (G-ETOH), e o extrato obtido do bagaco industrial UCASUL (U-

ETOH) apresentou a menor Concentragdo Bactericida Minima (2,5 g bagaco/100 mL).

Palavras — Chave

Bagaco de azeitona, compostos bioativos, antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria.
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Abstract

The present work aims to obtain added value extracts rich in bioactive compounds,
from olive pomace, a by-product usually not exploited and causing pollution, using non-
polluting processes, according to the principles of circular economy.

Two monocultivar olive pomaces (Galega and Cobrancosa) and an industrial pomace

from olives of unknown cultivars were used.

The extraction of bioactive compounds present in olive pomace was carried out using
ultrasound technology and solvents allowed in the food industry. The conditions were
optimized in order to maximize the bioactivities of the ethanolic and aqueous extracts in terms

of their antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities.

The results showed that the extraction conditions that provided the best results in terms
of antioxidant capacity included ultrasound treatment (15min), extraction with ethanol solvent
(100%) or with a solvent mixture (water/ethanol 50:50), an extraction time of 30 min and a

temperature range of 30-40 °C.

The samples with the highest antioxidant capacity were those from the olive pomace
of the Cobrancosa cultivar, with DPPH values between 63.86-84.75 of %IC50 and 80.24-97.09
[trolox] mg/g sample of FRAP, followed by the extracts obtained from the Galega cultivar, and

the extracts obtained using industrial bagasse showed the lowest values.

All extracts have high anti-inflammatory properties and the extracts obtained with
ethanol showed antimicrobial capacity against E. coli, S. aureus, Salmonella typhimurium and

Pseudomonas aeruginosa bacteria.

The extract obtained from olive pomace of the Cobrancosa cultivar with ethanol (C-
ETOH) showed the best results of Minimum Bactericidal Concentration (0.625 g pomace/100
mL) for the different bacteria analyzed, followed by the extract obtained from the olive pomace
of the Galega cultivar (G-ETOH), while the extract obtained from UCASUL industrial pomace
(U-ETOH) showed the lowest Minimum Bactericidal Concentration (1,25 g pomace/100 mL).

Keywords

Olive pomace, bioactive compounds, antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory.
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1. Objetivos

A valorizagdo de agro-residuos e subprodutos, usualmente ndo explorados e
causadores de poluigcéo, transformando-os em produtos de elevado valor acrescentado, deve
ser feita através de processos amigos do ambiente.

O presente trabalho tem como objetivo a obtencédo de extratos ricos em compostos
bioativos de valor acrescentado para as indastrias alimentar e farmacéutica, a partir de
bagacos de azeitona, subproduto usualmente ndo explorado e causador de poluicao,

utilizando processos néo poluentes, segundo os principios da economia circular.

2. Introdugao (Enquadramento tedérico)
2.1. Caracterizacio da Arvore e do Fruto

A oliveira, Olea europaea L. que recebe o seu nome da palavra grega elea, € uma
arvore perene pertencente a familia Oleaceae e uma das arvores cultivadas mais antigas no

mundo.

O seu cultivo expandiu-se por todo o globo, devido a producdo de azeitonas e azeite.
Estes produtos apresentam um valor econémico significativo na atualidade, tendo por isso
esta espécie sido plantada com sucesso em inUmeras areas, onde anteriormente ndo havia

conhecimento da sua existéncia.

No entanto, a regido da bacia do Mediterraneo é onde se encontra 0 maior nimero de
oliveiras Olea europaea L., a arvore mais distintiva da flora mediterranea (Kostelenos, 2017).
Esta pode ser encontrada em todos 0s paises vizinhos do Mar Mediterraneo e faz parte destas
civilizagbes desde o seu inicio (Diez, 2014). Acredita-se que o cultivo da oliveira tenha

chegado a Peninsula Ibérica durante o segundo milénio a.C. (Arnan et al. 2012).

A azeitona, o fruto da oliveira, é uma drupa, de forma oval constituida por duas partes
principais: o pericarpo, que é constituido pelo epicarpo (pele) e pelo mesocarpo (polpa) e o
endocarpo (carogo). O pericarpo representa cerca de 65 a 83% do peso total do fruto e contém
cerca de 96-98% da quantidade total de 6leo, e 0 endocarpo representa <3% do peso do fruto
e 0s restantes 2-4% do 6leo. O tamanho das drupas de azeitona é afetado por fatores

genéticos e ambientais (Garcia-Inza et al., 2016; Kiritsakis et al., 1998).

A altura da colheita do fruto € um dos fatores mais importantes associados a qualidade

do azeite, uma vez que durante o processo de maturacdo os frutos sofrem diversas alteracgoes,




nomeadamente a nivel de peso, cor, teor de 6leo, firmeza e facilidade de extragdo. Sofrem
ainda processos metabolicos que influenciam a composicao quimica dos frutos, influenciando
diretamente as caracteristicas sensoriais, a estabilidade oxidativa e o valor nutricional do
azeite (Dag et al., 2011).

O teor de azeite nos frutos aumenta a medida que aumenta o indice de maturacéo
(IM), alcancando o seu maximo no momento que desaparecem os frutos verdes da arvore. A
partir deste momento a quantidade total de azeite armazenado no fruto permanece constante,
sendo fundamental a monitorizacdo do teor azeite para que o rendimento ndo seja baixo
(Zeleke, 2012).

Os azeites resultantes de azeitonas em fase inicial de maturacdo apresentam maior
teor de compostos bioativos, 0 que os torna de uma maneira geral de uma cor mais
esverdeada, mais aromaticos, amargos e picantes (atributos positivos), com alto prazo de
validade e preferidos sob o ponto de vista sensorial e funcional. Colheitas tardias tém maior
rendimento de extracdo de azeite, no entanto existe degrada¢édo dos compostos fenélicos com
o0 aumento do indice de maturagdo, o que resulta em azeites de menor qualidade, com sabor
mais atenuado e menos complexo, e menor tempo de vida Gtil. O indice de maturacao é
afetado pelas condi¢des climaticas e pelas caracteristicas varietais (Mondragao-Rodrigues,
2021; Garcia, 1996; Boskou, 2015).

A azeitona € valorizada comercialmente para a obtencao de azeite, para a producao

de azeitona de mesa e outros subprodutos.

2.2. Azeite

Entende-se por azeite a gordura liquida a temperatura de 20 °C, diretamente obtida, e
porventura refinada, do fruto da oliveira (Olea europea L.). O azeite € obtido unicamente por
processos fisicos, em condi¢cdes, nomeadamente térmicas, que ndo provocam alteragédo do
azeite. Nao é permitida a extracao por solvente, nem a reesterificacdo ou mistura com 6leos

de outra natureza.

O azeite, um dos principais produtos alimentares da dieta mediterranea e a principal
fonte de gordura, é reconhecido pelas suas elevadas propriedades nutricionais e funcionais,
atribuidas maioritariamente a presencga de um alto teor de &cidos gordos polinsaturados e de
compostos bioativos, que dao uma contribui¢do significativa, quantitativa e qualitativa para a
ingestdo diaria de polifendis na dieta mediterranica tradicional (Miranda et al., 2019; Guo et
al.,2017; Veneziani, 2017).




Os constituintes do azeite sdo principalmente triacilgliceréis (TAGSs), cerca de 99%
(ttm pouca influéncia nas caracteristicas organoléticas do azeite) e em segundo lugar acidos

gordos livres, monoacilglicerois (MAGSs) e diacilgliceréis (DAGS).

Os acidos gordos presentes no azeite sao o palmitico (C16:0, teor de 7,5-20%),
palmitoleico (C16:1, teor de 0,3-3,5%), estearico (C18:0, teor de 0,5-5%), oleico (C18:1, teor
de 55-83%), e a-linoleico (C18:2, teor de 3,5-21%). Os acidos miristico (C14:0), acido
margérico (C17:0), linolénico (C18:3) e acido araquidico (C20:0) sdo encontrados em
pequenas quantidades (Jornal Oficial da Unido Europeia, 2022).

Os componentes menores, presentes na fracdo insaponificavel, formados por reacdes
secundarias constituem cerca de 1-2% da quantidade total dos constituintes, sdo estes
nomeadamente hidrocarbonetos (como esqualeno e [-caroteno), fosfatideos, esterois ( B-
sitosterol, campesterol, 4-metilesterois), tocoferdis (vitamina E), vitaminas lipossoluveis
(vitaminas A, D, e K), polifendis (responsaveis pelos atributos positivos picante e amargo no
azeite com atividade antioxidante), pigmentos (clorofilas e feofitinas), volateis (que conferem
ao 6leo o seu odor e contribuem para o sabor como atributos frutado e verde), bem como
ceras (Paiva-Martins,2017; Boskou, 2006 ; Kiritsakis, 1998; Regulamento UE n°® 1308/2013).
Os teores de ceras sao geralmente baixos no azeite virgem (C42 + C44 + C46 < 150), mas
estdo presentes em grandes quantidades no 6leo de bagaco de azeitona, extraido com
solvente (Regulamento Delegado (UE) 2022/2104 Da Comissao de 29 de julho de 2022).

2.2.1. Tecnologia do azeite
O azeite pode ser extraido através de 3 tipos de sistemas de extracao de azeite:
Sistema Classico

O processo de extragdo classico € o processo de extragdo mais antigo de
processamento de azeitona para obtencdo de azeite e é realizado de forma descontinua. A
pasta de azeitona é colocada uniformemente entre 0os capachos de prensagem e aplica-se
pressao para obter, por um lado, uma fragéo solida (bagaco) com teores de humidade entre
25 e 30%, e por outro, a mistura de 6leo e agua, que é recolhida num tanque onde o éleoc e a

agua separada por decantagéo (Gullon et al., 2020).

As vantagens deste método incluem o uso de maquinaria simples, confiavel e pouco
investimento inicial, a baixa necessidade de energia e um bagaco resultante com baixo teor

de agua.




As desvantagens do processo de pressao incluem um alto custo de méo de obra e a
producdo ndo € continua. A linha de producéo deve ser parada para limpeza e permitir o
carregamento de novas matérias-primas antes de recomecar e 0 processo de pressao que
expOe a pasta de azeitona ao ar durante muito tempo aumenta o grau de oxidacgéo do azeite,
originando um produto com qualidade reduzida (Amirante et al., 2010).

Nos ultimos anos, os lagares de azeite tradicionais foram substituidos por sistemas de
extracdo continuos que utilizam um decantador industrial para separar todas as diferentes
fases por centrifugacéo, como € o exemplo dos sistemas de extragao continuos de 3 e 2 fases
(Dermeche et al., 2013).

Sistema Continuo (3 fases)

O processo de centrifugacao continua de 3 fases foi introduzido durante a década de
1970, a fim de aumentar a capacidade de processamento e rendimento de extracédo do azeite
(Vlyssides et al., 2004).

O sistema de extracao trifasico é realizado através de um decantador trifasico onde
cada fase (sélidos insoluveis, fase oleosa e fase aquosa) é separada com base nas suas
densidades, resultando na separacéo da pasta de azeitona em trés fases: aguas residuais (ou

aguas russas), bagaco e azeite (AbdEI-Hamied et al., 2019)

A fase insolavel (bagaco) é libertada e a fase oleosa necessita de uma centrifugacéo
final. Tradicionalmente, grandes volumes de agua sao utilizados nesta etapa do processo para
auxiliar na separacdo do azeite e gerar dois subprodutos. O primeiro subproduto liquido é
conhecido como 4guas russas e 0 segundo subproduto é sélido, bagaco de azeitona, com
teor de humidade entre 45 e 60% (Amirante et al., 2010; Gullén et al., 2020).

Este sistema apresenta algumas vantagens, nomeadamente maiores capacidades de
processamento, rendimento de extragéo do azeite, e obtencéo de bagacos secos e muito mais
facilmente transportaveis e trabalhaveis comparativamente aos obtidos através dos sistemas

bifasicos (Amirante et al., 2010).

Uma desvantagem deste processo € o aumento da quantidade de 4guas residuais que
sdo produzidas devido ao aumento do consumo de agua (1,25 a 1,75 vezes mais agua do
gue a extracao classica), o que leva a que o sistema trifasico seja menos utilizado atualmente

do que sistema bifasico, por ser mais ecologicamente correto (Vlyssides et al., 2004).




Sistema Continuo (2 fases)

No processo de duas fases, a pasta de azeitona é separada através de um decantador

bifasico, resultando numa fase liquida (azeite) e numa fase semiliquida, composta por

carocos, polpas e cascas de azeitona e agua (bagaco de azeitona hiumido).

O bagaco obtido por este sistema € uma pasta muito humida e viscosa (50 — 70%

humidade), de dificil tratamento posterior (secagem térmica e extracdo do subproduto oleoso

com solventes), transporte e armazenamento o que resulta num menor valor comercial

(Gullén, 2020; Ferreira-Dias, 2021). Contudo, o consumo de agua e, posteriormente, a

producéo de aguas residuais € menor em comparac¢ao com o sistema trifasico tradicional e os

azeites obtidos pelos sistemas de 2 fases apresentam maiores teores de antioxidantes

naturais (polifendis), obtendo-se azeites mais estaveis durante o armazenamento (Ferreira-
Dias, 2021; Di Giovacchino, 2001; Amirante et al., 2010).
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2.3. Caracterizacdo do sector oleicola

De acordo com o Conselho Oleicola Internacional (2022), a producdo de azeite
triplicou nos ultimos 60 anos, e apesar da queda de cerca 7,9% na producédo de 2020/21 em
relacdo a colheita de 2019/20 (3 266 500 t) a produ¢do mundial esta prevista em torno de 3
098 500t (+2.9%) para a colheita de 2021/2022. As importagdes e exportacdes sao estimadas
em mais de 1 milhdo de toneladas.

A unido Europeia é responsavel por cerca de 63% da producdo mundial de azeite,
sendo a Espanha o maior produtor, representando cerca de 41% da producdo mundial

(Conselho Oleicola Internacional, 2022).

A regiao mediterranea da Europa, em particular, tem uma histéria rica de producao de
azeite de alta qualidade uma vez que o consumo de azeite e azeitonas é uma componente
essencial da dieta mediterrdnea. Tanto o clima temperado como a geografia proporcionam
condicdes ideais para o cultivo de azeitonas, tornando o setor olivicola uma importante
atividade agroindustrial para os paises mediterraneos contribuindo para o seu

desenvolvimento econémico (Uylaser et al., 2014; Jornal Oficial da Unido Europeia, 2023).

Portugal € atualmente o oitavo maior produtor de azeite em todo o mundo e o quarto
maior produtor a nivel Europeu (COI, 2022) sendo autossuficiente em azeite desde 2014.
Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2022), esta a caminho de atingir o recorde
de 225 milhdes de litros (230,000 mil toneladas) na campanha oleicola de 2021/22,
consequéncia das excelentes condi¢cdes agrometeorolégicas ao longo da campanha e ao

papel crescente dos olivais intensivos.

No entanto, apesar dos beneficios econémicos e das propriedades funcionais além
dos atributos nutricionais do azeite, o setor oleicola é também responsavel por gerar grandes
guantidades de subprodutos e residuos ao longo do processo, que estdo associados a

problemas ambientais decorrentes.

2.3.1. Impacto ambiental dos subprodutos da industria de extragdo de azeite

Atualmente é gerado anualmente um grande volume de residuos. Um dos maiores
desafios da industria alimentar é a valorizagdo de agro-recursos e reducdo de agro-residuos
e subprodutos usualmente ndo explorados e causadores de poluicdo, de modo a reduzir o

seu impacto ambiental e econdmico, tal como o uso excessivo de recursos. Esta valorizacéo




deve ser feita através de processos amigos do ambiente, transformando-os em produtos ou
matérias-primas de elevado valor acrescentado (Ribeiro et al, 2020).

De acordo com a Sociedade Portuguesa de Inovacéo (2020), as tendéncias para o
setor agroalimentar portugués englobam produtos que contenham propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e promovam a satde e bem-estar. E também evidente um
aumento dos consumidores ambientalmente mais conscientes, que procuram mudar 0s seus
habitos alimentares e comportamentos para adotar uma nutricao e praticas sustentaveis o que
leva a um aumento na procura de ingredientes e produtos funcionais naturais e sustentaveis
(Portugal Foods, 2020).

De acordo com o0 mais recente relatério sobre o desperdicio alimentar da Organizagao
das Nacdes Unidas (ONU, 2021), estima-se que cerca de 931 milhdes de toneladas de
residuos alimentares séo gerados anualmente. J& em Portugal, 0s nimeros apontam para o
desperdicio anual de aproximadamente 1 milhdo de toneladas de alimentos, quase 274 mil

quilos por dia (Baptista et al., 2012).

O processamento de frutas e vegetais por si s6 gera um desperdicio significativo, que
chega a 25-30% do produto total. Os subprodutos mais comuns incluem bagacos, cascas, e

sementes, que sdo ricos em compostos bioativos.

Estes subprodutos devem ser reaproveitados para produzir um produto de valor
acrescentado, e sustentavel (Kumar et al., 2020), de acordo com 0s principios de cascata de
modo a criar valor acrescentado nas praticas de economia circular. O principio de cascata
maximiza a eficacia de recursos fomentando o uso sequencial e consecutivo hierarquizado de
residuos e subprodutos de modo a estender a disponibilidade total de biomassa dentro de um
determinado sistema através de multiplas fases de (re)uso de materiais criando produtos de
valor acrescentado antes das operacdes de extracdo/recuperacao de energia que devem ser
realizadas como ultimo passo e somente apds esgotar 0s restantes recursos e extragéo de

compostos valiosos (Campbell-Johnston et al., 2020; Carus & Dammer, 2018).

Os subprodutos da industria do azeite sdo geralmente direcionados para a extracéo
do 6leo residual por solvente organico (6leo de bagaco de azeitona), para a agricultura como
fertilizantes, usados como fonte de energia nos lagares e como alimentacdo animal, e podem
até ser despejados em rios, lagos ou mares préximos e armazenados/evaporados em lagoas
com grandes efeitos poluentes (Gullén, et al. 2020; Servili,et al. 2015). No entanto, a gestao
da grande quantidade desses subprodutos gerados num curto periodo de tempo devido a
sazonalidade da producgéo de azeite, nomeadamente, entre os meses de outubro e dezembro,
representa um desafio significativo para os produtores, havendo dificuldade em escoar

atempadamente os subprodutos de acordo com o nivel da producgéo (Gullon, et al. 2020).




Estima-se que por cada 1000 kg de azeite, sdo produzidos cerca de 9000 kg de
subprodutos (Vlyssides et al., 2004).

O bagaco de azeitona € o subproduto mais critico da industria do azeite pois, além de
ser o fluxo de subprodutos mais abundante, tem efeitos prejudiciais ao meio ambiente devido
a sua fitotoxicidade, as propriedades antimicrobianas, aos altos teores de CQO (caréncia
guimica de oxigénio) e de CBOs (caréncia bioquimica de oxigénio) e aos baixos valores de
pH, o que torna o subproduto dificil de tratar (Ferreira-Dias, 2021; Alcazar-Ruiz, 2021,
Vlyssides et al, 2004).

Este cenéario indica que € necessario adotar abordagens de tratamento e opcdes de
valorizacdo em cascata para o material lenhocelulésico proveniente de lagares de azeitona,
nomeadamente, através da recuperacao de biorecursos valiosos como compostos bioativos
com o auxilio de tecnologias verdes aliadas e preservando as suas propriedades funcionais,
transformando um fluxo de subprodutos agroindustriais em produtos de alto valor para as
industrias alimentar, farmacéutica e cosmética, permitindo alcancar uma cadeia produtiva
sustentavel, aumentar a rentabilidade da indlstria do azeite e mover a economia de um

modelo linear para um circular (Dermeche et al., 2013; Cedola et al., 2020, Gullén et al., 2020).

2.4. Bagaco de Azeitona

O bagaco de azeitona representa 35-40% do peso total da azeitona processada, é
formado por carocos, polpas e peliculas de azeitona e agua (Chanioti & Tzia, 2018). A
composicao deste subproduto pode apresentar variacdes dependendo da cultivar da azeitona,

condicBes de cultivo e dos sistemas de extracdo (Dermeche et al., 2013).

Este subproduto da extracdo do azeite € rico em grandes quantidades de substancias
organicas, como fibras, agucares, acidos gordos volateis, polialcoois, pectinas e gordura, e
em compostos bioativos. Estima-se, de facto, que durante a extracdo do azeite, apenas 2 a
3% dos compostos bioativos presentes no fruto sdo transferidos para o azeite, enquanto os
97 a 98% restantes convergem nos subprodutos resultantes do processo de extragdo

mecénica do azeite (Servili, 2015; Madureira et al. 2020).

Os compostos bioativos englobam os compostos fendlicos, tocoferéis, esterdis e
hidrocarbonetos (Difonzo et al., 2020). Os compostos fendlicos, metabélitos secundarios das
plantas, constituem um amplo grupo de substancias quimicas, com diversas estruturas
guimicas e diferentes atividades biol6gicas, englobando mais de 8.000 compostos diferentes,
no entanto, todos eles sé@o claramente identificaveis pela presenca de pelo menos um anel

aromatico com um ou mais substituintes hidroxila. A fragdo fendlica consiste em diferentes




grupos: acidos fendlicos, alcoois fendlicos, flavondides e secoiridéides (Veneziani, 2017;
Martinez-Valverde, et al. 2000).

Estes compostos, presentes em abundancia em plantas, frutos, e outros produtos
alimentares derivados destes, tém como fun¢éo a defesa natural das plantas, apresentam um
papel importante na organizacao da estrutura da parede celular, na avaliagdo organolética e
valor nutricional da azeitona, na prevenc¢édo da oxidacao da fracdo lipidica, e promovem a
ligacdo entre diferentes polimeros (Moldéo, 2021). Entre os compostos fendlicos presentes
na azeitona, no azeite e nos subprodutos da azeitona, o hidroxitirosol é o principal em
guantidade, mas também tem um teor significativo em oleuropeina, tirosol, acido cafeico,
acido p-cumdrico, acido vanilico, verbascoside, &cido elendlico, catecol e rutina (Nunes et al.
2016; Ruiz-Moreno, et al. 2015).

Os compostos presentes no bagaco de azeitona, nomeadamente 0s compostos
fendlicos, tem sido alvo de varios estudos devido a sua atividade antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatéria, e podem até contribuir para a prevencdo de doencas crénicas, como
doencas cardiovasculares e cancro (Miranda et al, 2019; Soares, 2019; Frankel, 2013; Choi
et al., 2007).

2.4.1. Atividade antioxidante

No corpo humano, existe um equilibrio entre a quantidade de radicais livres produzidos
e antioxidantes, condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo (Martinez-
Valverde et al. 2000). Ainda assim, é necessario enriquecer a dieta com antioxidantes
presentes nos alimentos para ajudar o organismo a reduzir os danos oxidativos e evitar o
stress oxidativo, que € causado pelo excesso de radicais livres no organismo relativamente a

capacidade da célula de efetuar uma resposta antioxidante eficaz.

O stress oxidativo, é causado por fatores enddgenos, como espécies reativas de
oxigénio (ROS), moléculas reativas e radicais livres intermediarios essenciais no metabolismo
oxidativo, e fatores exdgenos, como tabagismo, radia¢do ionizante, poluicdo, solventes
organicos, pesticidas, etc., que sdo capazes de atacar 4cidos nucleicos, proteinas, enzimas
e outras pequenas moléculas causando perda de estrutura e funcéo (Gonzalez-Palma et al.
2016; Cicerale et al. 2012; Cardinali et al. 2012).

Um antioxidante é uma substancia que em baixas concentragdes retarda ou previne a
oxidacéo de um substrato (Martinez-Valverde et al. 2000). O bagaco de azeitona representa

uma fonte de compostos antioxidantes (Sdnchez de Medina, 2012).




Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes através de varios
mecanismos quimicos: transferéncia de atomos de hidrogénio, transferéncia de um unico
eletrdo, capacidade de quelar metais de transicdo como ferro e cobre e inibindo a oxidacdo
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Martinez-Valverde et al. 2000; Santos-Sanchez et
al. 2019). No entanto, a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos é fortemente
reduzida quando o meio de reagéo consiste num solvente propenso a formacédo de ligacdes
de hidrogénio com os compostos fendélicos (Santos-Sanchez et al. 2019).

A fortificacao de 6leos com compostos bioativos tem sido explorada para promover a
sua estabilidade. A introduc¢édo de compostos fendlicos nos alimentos pode representar uma
alternativa ambientalmente sustentavel ao uso de antioxidantes sintéticos (Veneziani et al.,
2017).

O hidroxitirosol, composto fendélico presente no bagaco de azeitona, é referido como
um poderoso antioxidante e alvo de diferentes estudos por apresentar papel ativo na
prevencado de danos oxidativos em células vivas. Ha estudos que relatam a sua capacidade
de neutralizar a citotoxicidade induzida por radicais livres em células epiteliais intestinais
humanas em cultura (células Caco-2) e o seu efeito protetor sobre as alteracdes oxidativas

induzidas por peréxido de hidrogénio (H202) em eritrécitos humanos (Manna et al. 1999).

O tirosol e a oleuropeina aglicona, sao outros exemplos de compostos fendlicos com
atividade antioxidante. O tirosol provou ser eficaz na inibicdo do dano muscular do stresse
oxidativo desencadeado pelo exercicio extenuante e a oleuropeina aglicona protege o LDL no
plasma contra a oxidacdo, bem como aumenta o sistema de defesa antioxidante contra a

aterosclerose (Madureira et al. 2021).

Elama et al. (2017) constataram que a oleuropeina pode ser usada para retardar a
oxidacdo de produtos alimentares. Neste estudo concluiu-se que a oleuropeina pode ser
utilizada como antioxidante natural em hambuargueres congelados para substituir
antioxidantes alimentares sintéticos, como o eritorbato de sédio. Foram obtidos resultados
semelhantes tanto para a oleuropeina quanto para o eritorbato de sédio, constatando que
uma concentracdo de 0,5% foi capaz de prolongar a vida util dos hamburgueres e dificultar a

oxidagao.

Outro composto promissor neste sentido e encontrado naturalmente em subprodutos
da extracéo do azeite, € o verbascosido. Este demonstrou ter efeitos protetores antioxidantes
nas membranas fosfolipidicas e modulacéo da atividade antioxidante plasmatica in vivo. Os
resultados relatados por Cardinali et al. (2012) indicam que no sistema celular, o verbascosido
incorporado contrariou significativamente a citotoxicidade de ROS em células HT-29 (uma

linha de células de cancro de colon humano). Este composto € também um inibidor da
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peroxidacao lipidica com capacidade de proteger o LDL contra a oxidagéo catalisada pelo
cobre. Os resultados suportam a hipotese de que o verbascosido, um potente biofenol
antioxidante, pode ser considerado um composto promissor para o tratamento de doencas

relacionadas com o stresse oxidativo.

Os tocoferdis, um grupo de compostos de interesse para a industria alimentar devido
a sua atividade antioxidante, sdo encontrados em concentragdes substanciais no bagaco de
azeitona (Ibafiez et al. 2000). A vitamina E € o termo genérico utilizado para um grupo de
tocoferois (a, B, y, ©) e tocotriendis (a, B, y, 8). Destes o a-tocoferol é a forma biologicamente
mais ativa da vitamina E, tendo um papel importante na prevencao da peroxidacéo lipidica e

na eliminacdo de radicais peroxi lipidicos (Nunes et al. 2018).

2.4.2. Atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo é uma resposta fisiologica inespecifica ao dano nos tecidos que é
mediada pelo sistema imunoldgico. As respostas inflamatérias adequadas sao de primordial
importancia para a defesa contra les6es de qualquer origem (EFSA, 2011). Embora muitas
doencas crénicas sejam causadas por inflamacdo, os efeitos prejudiciais a saude da
inflamacao podem ser prevenidos ou mitigados com a ingestdo adequada de compostos que

possuam atividade anti-inflamatéria (Shen et al. 2020).

Pesquisas in vivo e in vitro sugerem concentracdes significativas de compostos

bioativos, podem atenuar as respostas inflamatorias no corpo humano (Cicerale, 2012).

O oleocantal é o composto fendlico anti-inflamatério mais relatado. As ac¢des anti-
inflamatdrias do oleocantal descritas concluem que este composto possui potentes acdes
farmacoldgicas na atenuacdo de mediadores inflamatérios, como a sintese de éxido nitrico
induzivel (iNOS), que desempenha um papel na patogénese da doencga degenerativa articular,
com a capacidade de inibicdo das enzimas inflamatérias como a ciclooxigenase 1 (COX-1) e
ciclooxigenase 2 (COX-2), de maneira dose-dependente, mais eficaz que o ibuprofeno (anti-
inflamatério ndo esterdide). Outros estudos sugerem que o oleocantal pode ser um potencial
agente farmacologico no tratamento de doengas neurodegenerativas, uma vez que exibe
propriedades neuroprotetoras, além de atenuar marcadores de inflamacéo implicados na

doenca de Alzheimer.

O oleocantal também demonstrou possuir efeitos antiproliferativos em linhas humanas
de cancro de mama e proOstata, pois inibe a proliferagdo celular e a transformacéo celular
induzida por tumor em células epidérmicas, promoveu a apoptose celular pela ativacdo da

caspase-3 e poli adenosina difosfato ribose polimerase, fosforilagcdo de p53 (Serl5) e induziu
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a fragmentacao do DNA em células derivadas de adenocarcinoma de c6lon humano (Cicerale,
2012; Dening, 2016).

No entanto, outros compostos presentes nos subprodutos da extracdo do azeite
apresentam propriedades anti-inflamatorias.

Foi relatado que o hidroxitirosol possui agées anti-inflamatorias significativas e atenua
a expressdo de citocinas pro-inflamatérias frequentemente observadas em doencas
inflamatorias. No estudo realizado por Carito et al. (2015) a administracdo de uma mistura de
polifendis extraidos de bagaco de azeitona (Olea europaea L.), contendo principalmente
hidroxitirosol, demonstrou ter um efeito sobre citocinas que desempenham papéis importantes
em processos inflamatérios (como TNF-a e IL-10) reduzindo a inflamac&o aguda induzida por
carragenina nas patas de murganhos, com efeitos promissores em outras moléculas proé-
inflamatorias importantes. O hidroxitirosol demostrou ainda ter efeitos anti-inflamatérios e
antienvelhecimento em fibroblastos dérmicos humanos (HDFs) danificados por UVA (Jeon &
Cho, 2018).

Evidéncias in vitro recentes mostraram que o composto fendlico, oleuropeina aglicona
inibe o fator de necrose tumoral alfa numa linhagem de mondcitos que, juntamente com as
moléculas que expressam, desempenham um papel significativo no desenvolvimento de

doencas baseadas em inflamacéao (Cicerale, 2012).

A oleuropeina atenua os danos inflamatorios também na colite ulcerativa humana ao
reduzir a expresséo de COX-2 e IL-17. Esses resultados reforcam o potencial papel protetor

desse fenol na modulacao da resposta imune intestinal (Santangelo, 2017).

A luteolina-7 glucésido (LUT 7G), um flavondide presente nas azeitonas e seus
derivados como pasta, bagaco e aguas residuais, parece ter um papel promissor
neutralizando o efeito pré-inflamatério e proliferativo de IL-22 e IL-6, blogueando a
translocagcdo nuclear de STAT3 ativado em queratinécitos humanos, e melhorando danos

causados na pele.

A ingestdo de extrato de bagagco de azeitona contendo acido maslinico (MA),

efetivamente previne e alivia a artrite em animais e humanos (Shimazu et al. 2018).

Palmieri et al. (2012) alegam que os bagac¢os de azeitona podem ser usados com
sucesso como uma fonte barata de compostos fendlicos altamente valiosos para restaurar a
funcéo endotelial e neutralizar os principais aspetos da progresséo da doenca vascular, como
mecanismos sensiveis a oxidacao, inflamacao, protedlise da matriz e angiogénese, podendo
representar uma nova estratégia para a qumioprevencdo da doenca vascular humana

associada a disfuncdo endotelial.
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Katsinas et al (2021) demostraram recentemente os efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes de extratos de bagacgo de azeitona em células epiteliais da cornea humana e
conjuntival. Assim, uma aplicacéo de alto valor como potencial terapia de superficie ocular foi
proposta para a valorizacdo do subproduto.

2.4.3. Atividade antimicrobiana

As intoxicacfes transmitidas por alimentos sdo um problema de salude publica
generalizado e crescente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que

44% destas doencas sejam causadas por microrganismos patogénicos de origem alimentar.

Nesse contexto tém sido propostas véarias substancias de origem natural para
substituir conservantes sintéticos e inibir o crescimento de bactérias patogénicas, alinhando-
se com as tendéncias atuais do consumidor relativamente as preocupa¢bes com a saude,
com a consciéncia ambiental e a procura por produtos sem aditivos ou com ingredientes
naturais (Guo et al, 2020; Nunes et al, 2021).

Os subprodutos da extracdo do azeite, nomeadamente folhas, carocos, bagaco de
azeitona e aguas russas, possuem elevada atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos
patogénicos, 0 que foi associado a presenca de compostos fendlicos (Caballero-Guerrero,
2022).

Os grupos hidroxilo (OH) dos compostos fendlicos interagem com a membrana celular
das bactérias por ligacbes de hidrogénio causando a rutura da estrutura da membrana, que
induz a perda de contetdo celular, ou a deslocalizacdo de eletrbes, que resulta na
despolarizacdo das bactérias e pode levar a sua morte celular (Chibane et al. 2018; Santos-
Sanches, 2019; Tripoli, 2005).

A atividade antimicrobiana do hidroxitirosol e da oleuropeina tém sido alvo varios
estudos, por serem consideradas uma das principais classes de polifenéis contidos nos
produtos de azeitona, destacando-se pelo seu potencial como conservante natural e contra
bactérias responsaveis por infe¢cdes do trato respiratorio e intestinal (Medina-Martinez, 2015;
Bisignano, et al. 1999; Nunes et al. 2021).

No entanto, outros compostos fendlicos presentes nos bagacgos de azeitona também
demonstram a sua capacidade de inibir ou retardar a taxa de crescimento de uma variedade
de microrganismos, como € o caso do acido cafeico, acido vanilico, acido elendlico, acido p-
cumarico, acido maslinico, acido oleanélico e do catecol (Obied, 2005; Madureira, 2021,
Tafesh, 2011; Chouaib, 2015).
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Num estudo realizado por Nunes et al. (2021), avaliou-se a atividade antimicrobiana
de quatro ingredientes a base de bagaco de azeitona ricos em hidroxitirosol recolhidos em
lagares de duas fases de duas principais regides produtoras de azeite portuguesas (Tras-os-
Montes e Alentejo) constituidos por uma mistura de cultivares de azeitona, a fim de avaliar o
seu potencial para uso em produtos alimenticios. A atividade microbiana foi realizada
utilizando as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Gram-positiva) e a levedura Candida albicans ATCC 10231,
selecionadas como representantes dos principais tipos de contaminacgéo alimentar e infecéo
humana. Os resultados para a atividade antimicrobiana dos extratos, mostram que o0s extratos
apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli e S. aureus mas néo para C. albicans,
sendo que o ingrediente funcional com maior teor de hidroxitirosol também apresentou a

melhor concentragao inibitéria minima contra as bactérias testadas.

Noutro estudo com o objetivo de extrair e purificar a oleuropeina das folhas de
diferentes variedades de azeitona e determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana
utilizando as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC
19115), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), foi
observado que os extratos brutos e a oleuropeina purificada tém potencial para prolongar o
tempo de vida util de produtos alimenticios devido as suas atividades antioxidantes e

antimicrobianas (Topuz & Bayram, 2021).

Chouaib et al. (2015) relataram a atividade antibacteriana de acido oleandlico e acido
maslinico de bagaco de azeitona extraidos com o auxilio de ultrassons, contra cinco
microrganismos, incluindo estirpes de referéncia compostas por bastonetes Gram-negativos,
nomeadamente Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
cocos Gram positivos como Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). A atividade antibacteriana dos compostos extraidos foi observada para as

bactérias usadas.

Ribeiro et al (2020) fracionaram a fracdo liquida e polpa do bagaco de azeitona
obtendo dois ingredientes em pé, um pé enriquecido com liquido (LOPP) e um p6 enriquecido
com polpa (POPP). Os microorganismos Bacillus cereus, Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA), Salmonella enteritidis e Escherichia coli (ATCC 2599, ATCC 25923, ATCC
13076 e ATCC 25922, respectivamente), Yersinia enterocolitica (NCTC 10406), e Listeria
monocytogenes (13562) foram utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana destes pés.
Ambos os produtos foram capazes de inibir, em algum nivel, todos os microrganismos
testados, apoiando a potencial aplicacdo de pos de bagaco de azeitona ndo apenas como

ingredientes funcionais, mas também como conservantes.
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As atividades antimicrobianas do extrato de acetato de etila do bagaco de azeitona de
duas fases da cultivar de azeitona tunisiana Chemlali, mostraram-se eficaz para culturas puras
de bactérias autenticadas obtidas das colecdes internacionais de cultura e da colecao
laboratorial. Estirpes bacterianas padrdo: Pseudomonas aeruginosa CIPA22, Escherichia coli
ATCC 1053, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella enterica CIP80.39,
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia sp. e Pseudomonas savastanoa e Pseudomonas

aeruginosa (Yahyaoui et al. 2014).

Os resultados antimicrobianos dos compostos presentes no bagaco de azeitona
permitem concluir que estes ndo se devem apenas ao teor de hidroxitirosol e oleuropeina,
mas, muito provavelmente, a um efeito sinérgico entre todos os compostos fendlicos e outros

compostos.

Embora um efeito bactericida tenha sido observado no bagaco de azeitona contra uma
ampla gama de bactérias gram-positivas e gram-negativas, nenhum efeito foi observado em
leveduras (Beuchat & Golden, 1989; Nunes et al.,2021; Wahdan & Taha, 2018).

2.5. Processo de extracdo de compostos bioativos

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais em biorrefinarias é economicamente
vantajoso, uma vez que permite a extracao de diferentes compostos de alto valor de fontes
naturais, através de tratamentos térmicos, que sdo uma alternativa com baixo risco
ambiental (Soares, 2019).

Solventes “ecologicamente corretos”, ou sua combinacdo com agua, tém sido
utilizados para extrair compostos fendélicos de subprodutos e residuos. O etanol é uma
opc¢éao viavel uma vez que é um solvente barato, pode ter origem biolégica, reutilizavel e
nao toxico. De acordo com Lafka et al. (2011) o etanol foi selecionado como o solvente
mais adequado para a extracdo de compostos fendlicos de subprodutos de lagar de azeite
para a producéo de extratos com alto teor de fendis e alta atividade antioxidante. Contudo,
no estudo realizado por Costa et al. (2014), foi evidenciado que os extratos resultantes de
uma mistura hidroalcodlica (50% agua: 50% etanol e a 50 °C ou 60 °C, durante 90 min)
apresentaram os melhores resultados de recuperacdo de compostos bioativos e de
atividade antioxidante, comprovando que quando solventes de diferentes polaridades sao
misturados, estes tendem a extrair um espectro mais amplo de compostos (Galanakis et
al., 2017).

A eficiéncia do processo de extracao € afetada por vérios fatores, sendo importante

otimizar as condicfes do processo de modo a maximizar a recuperacdo maxima dos
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compostos derivados da hemicelulose. A otimizag&o das condi¢cdes operacionais permite
também uma exploracdo mais adequada e completa da matéria-prima, economizando
tempo, mao-de-obra, e tornando o0 processo mais rentavel e atrativo para ser

implementado a escala industrial (Ballesteros, 2017).

Uma das variaveis independentes relevantes na extragéo solido-liquido é o tempo,
devido ao seu impacto na solubilidade dos compostos. Maior tempo de extragdo pode
levar a um maior rendimento dos compostos extraidos; no entanto, o tempo excessivo de
extracdo pode impactar negativamente o composto extraido, causando oxidacao,
epimerizacdo e degradacao dos metabdlitos de interesse (Fadjare, 2021).

O aumento da temperatura nos processos de extracdo traduz-se num efeito
positivo no rendimento de extragdo de compostos devido ao aumento da porosidade do
material, maior solvatacéo e transferéncia de massa quando a temperatura de extracao
aumenta. Além disso, 0 aumento da temperatura também reduz a tensao superficial e a
viscosidade nos extratos, aumentando a penetracdo na matriz e a taxa de extracdo de
polifendis (Gullén, 2017; Fadjare, 2021; Eglés, 2012; Sousa,2008; Lama-Mufioz, 2014).
Porém, Dzah et al (2020) afirmam que temperaturas de extracdo acima de 50 °C causam
danos aos compostos bioativos e a sua degradacéo, visto que muitos compostos fendélicos
sdo facilmente hidrolisados e oxidados a altas temperaturas, principalmente quando

extraidos por longos periodos.

A extracao por solvente convencional, como maceracéao, destilacdo e extracdo em
Soxhlet, sdo técnicas comuns na recuperacdo de compostos de valor acrescentado.
Contudo, a crescente preocupacao relacionada com a qualidade e seguranca alimentar e
com o0s niveis residuais de solvente nos produtos obtidos, em paralelo com a
termodegradacao dos compostos de interesse derivada de altas temperaturas utilizadas
neste processo e da longa duracéo dos processos, a utilizacdo de grande quantidade de
solvente de extracdo e o alto consumo de energia, levaram a que a industria alimentar

aumentasse a procura por outras tecnologias.

Os processos emergentes, essencialmente de natureza fisica, surgem como
alternativa aos processos convencionais. E o caso dos ultrassons, micro-ondas, campos
elétricos pulsados, altas pressdes hidrostaticas e extracdo por fluidos supercriticos
(Miranda et al, 2019; Duarte, 2011; Gullén et al., 2020; Sirichan et al 2022).

A extracdo assistida por ultrassons tem sido apresentada como tecnologia
sustentavel para a eficiéncia de extracdo de compostos ativos de diferentes tipos de
recursos. Esta tecnologia baseia-se na rutura das membranas de células vegetais como

resultado da formacéo de bolhas de cavitagédo geradas através de ondas ultrassom de alta
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frequéncia aumentando o contacto dos compostos extraiveis com o solvente e levando a
uma maior extracéo de composto (Babota, et al. 2022). O uso de ultrassons oferece varias
vantagens comparativamente com os métodos de extracéo tradicionais, incluindo tempos
de extragdo mais curtos, menor necessidade de solvente e uso de baixas temperaturas
gue favorecem a extracdo de compostos termolabeis. Além disso, o equipamento é de
facil operacao e relativamente barato em comparacéo com outras técnicas modernas de
extracdo (Gullon et al., 2020; Galanakis & Kotsiou, 2017).

O processo emergente de extracdo por ultrassons é fortemente influenciado por
diversas variaveis operacionais, como temperatura, tempo, poténcia e frequéncia, entre
outras; portanto, a otimizacdo do processo € necessaria de modo a obter altos
rendimentos de extracdo, bem como para garantir a qualidade dos extratos (Sirichan et
al., 2022).

A extracdo de compostos bioativos de bagaco de azeitona recorrendo a essa
tecnologia permite obter extratos com teor de compostos fendlicos totais mais elevados
gue por extracdo sélido-liquido convencional num periodo de tempo de extracdo muito

menor (Nunes, 2018).

A combinacdo de ultrassons com outras técnicas de extracdo pode melhorar a
recuperacao dos compostos desejados. De acordo com Wang et al. (2017) os tratamentos
hidrotérmicos assistidos por ultrassons originam resultados mais satisfatorios, em
comparagdo com o tratamento usando apenas hidrolise enzimatica ou apenas ultrassom,
aumentando o rendimento de extracédo de polifendis de bagacos de azeitona em cerca de
26% e 31%, respetivamente (Wang et al, 2017).
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3. Material e Métodos

3.1. Recolha e preparacdo das amostras

Foram utilizados os seguintes bagacos de azeitona humidos resultantes da extracéo
do azeite:
= Bagaco monovarietal de cultivar Galega, com indice de maturacao (IM)
2.89, obtido da extracdo do azeite em equipamento de laboratério “Abencor”, na
Escola Superior Agréaria do Instituto Politécnico de Castelo Branco;
»= Bagaco monovarietal de cultivar Cobrangosa, com indice de maturagéo
(IM) 2.5, obtido da extragdo do azeite em equipamento de laboratério “Abencor”,
na Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Castelo Branco;
= Bagaco proveniente da unidade de extracdo de Oleo de bagaco de
azeitona da UCASUL- Unido de Cooperativas do Sul, CRL (Alvito, Beja, Portugal),
gue consiste numa mistura de diferentes bagacos de azeitona proveniente de
diversas unidades de extracdo de azeite no Alentejo, de azeitonas de diferentes
cultivares e indices de maturacdo. A maioria dos lagares da regido utiliza o

processo de duas fases para a extracao de azeite.

Os bagacos foram liofilizados de forma a reduzir o seu elevado teor de humidade e
preservar o teor de compostos bioativos. Posteriormente, foram separados por classes
granulométricas num crivo vibratério “Retsch”, e recolhida a fracdo 40-60 mesh, em

guantidades suficientes para serem utilizadas nas etapas seguintes.

3.2. Caracterizacdo dos bagacos de azeitona

Para avaliar o potencial dos bagacos para tarefas subsequentes, realizou-se a
caracterizacdo quimica e estrutural dos diferentes bagacos. Todos o0s ensaios foram

efetuados em triplicado para cada amostra.

3.2.1. Teor de Humidade

O teor de humidade de cada amostra de bagaco de azeitona foi determinado

gravimetricamente.

Foi pesado 1 g de amostra e colocado em estufa a 105 ° C durante 16 h, ou até massa

constante, seguido de arrefecimento em exsicador e pesagem.
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O teor de humidade em base humida foi determinado através da perda de massa da

amostra inicial.

Hum|dade (%) :m amostra—m amostra seca x 100 (Equa(;;éo nol)

m amostra

3.2.2. Teor de cinza
O teor de cinza foi obtido seguindo o método TAPPI 15 os- 58.

Pesou-se 1 g de amostra, e colocou-se na estufa a 60 °C cerca de 12 h. De seguida

colocaram-se as amostras na estufa a 100-105 °C, durante 2 horas e pesaram-se.

Findo esse tempo, colocaram-se as amostras nha mufla a 450-500 °C de um dia para o

outro, de modo a realizar a sua incineracgéo, e pesaram-se.

O teor de cinza foi determinado através da equagéo 2:

Cinza (%) =n:mﬂ X 100 (Equacao n°2)

amostra

3.2.3. Teor de extrativos pelo método de Soxhlet

O teor de extrativos determinou-se com o auxilio de um sistema Soxhlet, efetuando
extracBes continuas sucessivas com solventes de polaridade crescente (n-hexano, etanol e
agua), adaptado da TAPPI 204 cm-97.

Pesaram-se cerca de 2 g de cada amostra (da fracdo 40-60 mesh) para os cartuchos
de extracdo e colocaram-se dentro do tubo de Soxhlet. As extracdes foram realizadas com
170 mL de cada solvente, com tempos de extracdo de 6 horas para o n-hexano, e 16 horas
cada para o etanol e a agua.

Determinou-se o teor de extrativos através da determinagéo gravimétrica da perda de
massa da amostra apds a evaporacao de cada solvente, em relacdo & massa seca inicial.

A percentagem de extrativos em cada solvente foi calculada e segundo a equacéo 3:

Extrativos (%) = —2e51940 o 100 (Equacao n°3)

m amostra seca
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3.2.4. Determinacéo do teor de lenhina

Os teores de lenhina Klason e lenhina acido-solavel foram determinados numa
amostra livre de extrativos seguindo os métodos TAPPI 13 m - 54 e TAPPI Useful Method UM
250 -91, respetivamente, e expressos em percentagem das amostras originais.

O teor total de lenhina é a soma da lenhina Klason com os teores de lenhina sollvel

em acido.
3.2.4.1. LenhinaKlason

Tal como indicado na norma TAPPI 13 m — 54, secaram-se as amostras (previamente

extratadas) numa estufa a 60 °C overnight, seguidas de 2 horas a 100 °C.

Pesaram-se 350 mg de amostra para copos de precipitacdo e adicionaram-se 3 mL de
H.SO4 a 72% (m/m). De seguida, estes foram colocados num banho termostatizado a 30 °C
e deixaram-se reagir durante 1 hora, homogeneizando a mistura com uma vareta de vidro de

10 em 10 minutos.

Ao final desse tempo, diluiu-se a amostra com 84 mL de agua destilada e verteu-se a
mistura para frascos de vidro com tampa hermética que foram colocados numa autoclave,
durante 1 hora. Retiraram-se os frascos da autoclave e arrefeceram-se em gelo. As misturas,
depois de arrefecidas, foram filtradas com um cadinho de placa filtrante G-ETW-30 pré-
pesado, lavando bem as amostras com agua destilada. Guardou-se o filtrado de modo a

posteriormente calcular o teor de lenhina solavel.

Apos a filtracdo, colocaram-se os cadinhos contendo a lenhina numa estufa a 60 °C

overnight, seguido de duas horas a 100 °C, e depois de arrefecidos foram pesados.

A percentagem de lenhina de Klason foi calculada como a massa do subproduto sélido

apos secagem de acordo com as Equacgdes 4 e 5.

Lenhina Klason s/ corregdo (%) = —2re440__ 100 (Equacdo n°4)

m amostra seca

100— extrativos totais %

Lenhina Klason corrigida aos extrativos (%) = 00

lenhina s/correcao% (Equacéo n°5)

O valor final € a média dos trés ensaios realizados a cada amostra.
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3.2.4.2. Lenhinasoluvel

A determinagdo da lenhina solivel foi efetuada, medindo a absorvancia do filtrado
resultante da determinacado da lenhina Klason em espectrofotémetro a 205 nm, de acordo com
a norma Tappi UM 250 (1993).

Pipetaram-se 0,5 mL do filtrado para um tubo de ensaio e adicionou-se agua destilada
até perfazer 20 mL de volume. De seguida, realizou-se a leitura das absorvancias num

espectrofotdbmetro a 205 nm, contra agua destilada.

Para a determinagdo da lenhina solavel foi utilizada a Equagéo 6.

Lenhina solavel (%) - A 205 X Volume inicial X fator diluigao

x 100 (Equacao n°6)

& X m amostra seca

Em que: € — Emissividade (g/L); A205 — Valor da absorvéncia a 205 nm.

O valor final é a média dos trés ensaios realizados a cada amostra.

3.3. Otimizacédo das condi¢Bes operacionais de extracao

Os compostos bioativos presentes nos bagacos de azeitona foram extraidos com o
auxilio da tecnologia de ultrassons e solventes permitidos na industria alimentar (etanol e

agua) utilizando tratamentos térmicos suaves.

De modo a otimizar as condi¢cdes operacionais que levam a recupera¢do maxima de
compostos bioativos, recorreu-se a um desenho experimental, que consiste num conjunto de
técnicas estatisticas e matematicas utilizadas para explorar diversas condi¢des operacionais,
com o objetivo de diminuir custos (matérias-primas, processo, produto), obter produtos

melhorados, diminuir a variabilidade dos produtos e aumentar a capacidade de producéo.

O desenho experimental permite a variacdo sistemética de diferentes fatores
simultaneamente e avaliar os efeitos e intera¢cdes das multiplas variaveis, evitando a repeticdo
de ensaios e removendo variaveis externas (efeito ambiental, fator humano, equipamentos,
etc) (Ferreira-Dias, 2021).

Para selecdo das melhores condi¢cdes de extracdo utilizou-se o bagago obtido na
UCASUL por ser um bagaco de origem industrial.

Os ensaios foram realizados seguindo uma matriz factorial em fungdo de quatro
variaveis independentes do processo: tempo de extracdo (30 a 90 min), temperatura (30 a 50
°C), tempo de sonda ultrassons (0-15 minutos), e solvente (agua/ etanol), num total de 16

ensaios (tabela 1).
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Realizaram-se dois ensaios complementares, um sem pré-tratamentos com US (PC1)
e outro em gue o bagaco foi submetido a tratamento por US durante 15 minutos. A extracao,
em ambos 0s ensaios, ocorreu a 40 °C durante 60 minutos, utilizando como solvente uma
solucdo de etanol/agua (1:1, v/v). A temperatura, o tempo de extracdo e a composi¢cao do
solvente de extracao correspondem as condi¢des do ponto central da matriz.

Tabela 1- Matriz de otimizacéo de extracdo bagaco UCASUSL

Ensaio Temperatura Tempo H20 EtOH Ultrassons Massa
ne (eC) (min) (%) (%) (min) (g)
1 30 30 100 0 0 1,042
2 50 30 100 0 0 1,032
3 30 90 100 0 0 1,004
4 50 90 100 0 0 1,001
5 30 30 0 100 0 1,003
6 50 30 0 100 0 1,006
7 30 90 0 100 0 1,002
8 50 90 0 100 0 1,016
9 30 30 100 15 1,028
10 50 30 100 0 15 1,006
11 30 90 100 0 15 1,007
12 50 90 100 0 15 0,999
13 30 30 0 100 15 1,015
14 50 30 0 100 15 1,004
15 30 90 0 100 15 1,035
16 50 90 0 100 15 1,072
PC1 40 60 50 50 0 1,011
PC2 40 60 50 50 15 1,006

Para cada ensaio pesou-se 1g de amostra, e mediram-se 20 mL de solvente,
correspondendo a uma razdo de massa bagaco:solvente de 1:20 (m/v). O pré-tratamento por
ultrassons foi realizado antes da extragdo propriamente dita. Para tal, a mistura
bagaco/solvente foi colocada em tubos onde se introduziu a sonda de Ultrassons, durante 15
minutos com amplitude a 0,8 e 0,5 ciclo pulsado, e realizou-se um controlo de temperatura de

modo a evitar 0 sobreaguecimento destas mesmo.

As amostras foram posteriormente colocadas em reatores de vidro de parede dupla
com agitagdo magnética controlada e constante. O tempo de extragcdo e temperatura,

controlada por banho termoestatizado, seguiu o desenho experimental descrito na tabela 1.
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Apds o término do tempo de extracdo, procedeu-se a separacgdo da fase liquida e da
fase sdlida, por filtragdo num filtro Whatman n°4 e armazenou-se o filtrado em frascos

devidamente identificados para posteriores analises.

Os efeitos das diferentes varidveis da matriz e as suas inter-relacées foram estudados
com recurso a métodos estatisticos de modo a identificar as condi¢Bes 6timas de extracao de

compostos bioativos. Utilizou-se o programa Statistica, Statsoft, USA.

As condi¢cOes selecionadas para a extracdo dos compostos bioativos das matérias-
primas (bagaco de azeitona Cobrangosa, Galega e UCASUL) estdo descritas na tabela n° 2.

Tabela 2- Matriz com as condicGes de extracdo para todas as amostras

aratos 1SS TR0y oy Ulrasons
U-EtOH 30 30 0 100 15
G-EtOH 30 30 0 100 15
C-EtOH 30 30 0 100 15
U-EtW-30 30 30 50 50 15
G-EtW-30 30 30 50 50 15
C-EtW-30 30 30 50 50 15
U-EtW-40 40 30 50 50 15
G-EtW-40 40 30 50 50 15
C-EtW-40 40 30 50 50 15

Legenda: ( U-ETOH: bagago UCASUL extraido com etanol a 30°C; U-ETW-30: bagaco UCASUL extraido com etanol e agua a
30°C; U-ETW-40, : bagago UCASUL extraido com etanol e 4gua a 40°C; G-ETOH, bagaco Galega extraido com etanol a 30°C;
G-ETW-30, bagago Galega extraido com etanol e 4gua a 30°C; G-ETW-40, bagaco Galega extraido com etanol e &gua a 40°C;
C-ETOH, bagaco Cobrangosa extraido com etanol a 30°C; C-ETW-30, bagago Cobrangosa extraido com etanol e 4gua a 30°C;

C-ETW-40, bagaco Cobrangosa extraido com etanol e 4gua a 40°C).

Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia descrita anteriormente e

0s tratamentos realizados em triplicado para cada amostra.
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3.4. Andlise dos compostos bioativos

O teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante foram determinados
para todos os extratos aquosos, etandlicos e mistos obtidos pelos métodos de DPPH e FRAP.

3.4.1. Determinacéo do teor total de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais (TFT) presentes nos extratos foi determinado de
acordo com o método colorimétrico Folin-Ciocalteu, que é comumente usado para determinar

e quantificar o teor total de compostos fendlicos.

O ensaio Folin-Ciocalteu baseia-se na reducdo do reagente Folin Ciocalteu por
compostos fendélicos em condi¢cdes de pH basico. O regente contém complexos de acido
fosfomolibdico/fosfotiingstico que sédo reduzidos quando em contato com fendis, originando
um cromaoforo de colorag@o azul com absor¢cdo méaxima em 765 nm. Essa intensidade de cor

€ proporcional ao nimero de grupos hidroxilo da molécula (Singleton e Rossi, 1965).

Realizou-se uma diluicdo prévia de 1:10 (mL de amostra/mL de agua destilada) aos
extratos. Pipetaram-se 100 L de cada toma ao qual se adicionou 4 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu (1/10 (v/v)) e agitou-se no vortex. Apds 5 minutos adicionaram-se 4 mL da solugéo
de carbonato de sdadio (7,5 % (m/v)), e agitou-se hovamente no vortex. A solucdo foi levada a

incubar durante 15 minutos a 45 °C num banho termostatizado.

No final dos 15 minutos, agitou-se no vortex novamente e mediu-se a absorvancia das
solugbes a 765 nm, no espetrofotbmetro (AgilentTechnologies; Cary Series UV-Vis

Spectrophotometer), utilizando agua destilada como branco.

A curva de calibracao foi feita utilizando acido galico como padrdo numa gama de

concentracdes de 0 — 0,6 mg/mL

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através da equacédo da reta

resultante da curva padréo de acido galico:
Y =0,7927 x + 0,0193 (Equacgéo n°7)
R?=0,9992
Onde Y corresponde aos valores de absorvancia da concentracédo x de acido galico.

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicado e ao abrigo da luz. Os resultados

foram expressos em equivalentes em 4cido galico mg EAG/ g extrato.
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3.4.2. Quantificacdo da Capacidade Antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos utilizaram-se os métodos
espectrofotométricos DPPH, e FRAP. Apesar de ambos os métodos serem utilizados para a
avaliacao da atividade antioxidante dos extratos, estes sdo baseados em principios diferentes,

pelo que os resultados para a mesma amostra séo diferentes.

Todos os passos de cada ensaio foram realizados ao maximo abrigo da luz e em
triplicado (de modo a obter resultados mais fiaveis).

Em ambos os ensaios, foi previamente realizada uma diluigdo de 1:10 (mL de amostra

/ mL de agua destilada) aos extratos.

3.4.2.1. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Para a realizacdo do ensaio FRAP seguiu-se o0 método colorimétrico descrito por
Benzie e Strain (1996).

O ensaio FRAP avalia o poder antioxidante através da reacao de reducao do ido férrico
Fe®* (de cor amarelo-palido) a Fe?" na presenca de antioxidantes, acompanhados pela

formac&o de um complexo colorido azul com Fe?* (absorcdo a 593 nm) (Benzie & Choi, 2014).

Comecou-se por preparar o reagente FRAP, obtido a partir da mistura de solucdo
TPTZ (10 mM), solucdo de Cloreto Férrrico (20 mM) e solucdo Tampéo Acetato (0,3 M; pH

3,6), na proporcéo de 1:1:10, respetivamente.

Pipetaram-se para tubos de ensaio 90 pyL da amostra, 270 yL de agua destilada aos
guais se adicionaram 2,7 mL da solucdo FRAP. Agitaram-se os tubos de ensaio no Vortex e
posteriormente o0s tubos foram colocados num banho termostatizado a 37 °C, durante 30

minutos, até a reacao ocorrer.

Apo6s o tempo de reacdo, leram-se as absorvancias a 595 nm (AgilentTechnologies;

Cary Series UV-Vis Spectrophotometer), contra agua destilada.

Para a determinacdo da curva padrdo utilizaram-se concentragfes conhecidas de
Trolox de O uM a 1000 puM. A partir da leitura dos padrbes, construiu-se a reta de calibracéo
e determinou-se a capacidade antioxidante através interpolacdo com a seguinte equacao da

reta de regressao:
Y=2,3195 x—-0,1214 ( Equacao n°8)
R?=0,9765

Os resultados foram expressos em puM equivalentes de Trolox por grama de extrato.
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3.4.2.2. 2,2-difenil-1-picri-hidrazilo (DPPH)

A avaliacdo da capacidade antirradicalar dos extratos foi efetuada através do método
do radical 2,2-difenil1-picri-hidrazilo (DPPH), adaptado de Scherer & Godoy (2009).

O DPPH esta entre os ensaios mais usados para avaliar a atividade antioxidante.
DPPH é um radical livre estavel aceitador de protdes, de cor roxa, € que quantifica a
capacidade de uma substancia antioxidante sequestrar radicais livres produzindo um

decréscimo da absorvancia a 515 nm de acordo com o poder antioxidante da amostra.
A solucao DPPH é previamente preparada numa concentracédo de 60 uM.

Para cada tubo de ensaio pipetou-se 0,1 mL de extrato (previamente diluido) e 3,9 mL
de solucdo DPPH 0,06 mM. Homogeneizou-se no vortex e colocou-se no escuro durante 40

minutos de modo a ocorrer a reacao.

ApOs o periodo de incubagéo, a absorvancia foi medida a 515 nm no espetrofotometro

(AgilentTechnologies; Cary Series UV-Vis Spectrophotometer).

Foi realizada em simultdneo uma curva de calibracdo, seguindo 0s mesmos passos,
mas substituindo os 0,1 mL de amostra por concentracdes conhecidas de Trolox (de O uM a

1000 uM) permitindo determinar a reta de calibracéo Trolox e a sua respetiva equacao:

Y= 0,0057 x — 0,0164 (Equacao n°9)

R?= 0,9588

Onde Y é o valor da concentracdo de trolox que corresponde a percentagem de
inibicao x.

A taxa de inibicdo (IC%=%) foi calculada como se segue:

IC50% = % x 100 (Equacao n°10)

Onde AbsO corresponde & absorvancia do branco com concentragéo O de trolox e Abs1

foi a absorvancia na presenca do composto em diferentes concentragées.

A atividade antioxidante foi expressa em mg equivalentes de Trolox / g de extrato e
percentagem de inibicdo (IC50%), que é definida como a concentragdo do antioxidante

necessaria para diminuir a concentragéo inicial de DPPH em 50% (Cerretani et al., 2010).
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3.5. Avaliacdo da bioatividade dos compostos produzidos

Os extratos ricos em compostos bioativos sujeitos a avaliagdo da atividade microbiana
e anti-inflamatéria foram produzidos, sob condi¢Bes previamente otimizadas (tabela 2), nas
guantidades necessarias para estes ensaios.

3.5.1. Atividade antimicrobiana:

A atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi avaliada utilizando bactérias
patogénicas: Salmonella typhimurium-CIP6062, Staphylococcus aureus-ATCC25923,
Escherichia coli-ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa-ATCC27853, Klebsiella pneumonia-
ATCC9997, da colecao da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, como alvos.

As estirpes de bactérias foram cultivadas no meio estéril apropriado (Oxoid; Mueller
Hinton agar CM03379) por espalhamento de superficie com um swab estéril de uma colonia
isolada e posteriormente, incubaram-se em 5 mL de meio (Oxoid; CM045 Mueller-Hinton), a
37 °C durante 24h.

Findo este tempo, realizou-se uma diluicdo no meio de 1:100 e incubou-se a 37°C
(com agitacdo) até uma densidade otica de 0,4-0,5 (espectrofotometro eppendorf
biophotometer). De seguida, diluiu-se novamente (1:100) e cultivou-se no meio estéril

apropriado por espalhamento as diluicdes das diferentes bactérias.

Os extratos foram diluidos numa propor¢cdo 50/50 no meio correspondente e
adicionaram-se um total de 20 pL da diluicdo numa placa com meio Mueller Hinton agar. As

placas foram incubadas a 37°C por 24 h.

Um resultado positivo foi considerado quando a presenca de uma zona de inibicdo de
crescimento do microrganismo foi maior que a zona de inibicdo produzida apenas pelo
solvente. Foram simultaneamente realizados controlos para cada extrato e solvente, de modo

confirmar que ndo existem contaminacgdes e a validar os resultados obtidos.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo aos extratos com resultado positivo utilizando placas estéreis MicrotiterTM de

96 Pocos para cada bactéria.

Inocularam-se novamente as estripes microbianas a serem testadas no meio
adequado até uma densidade o6tica de 0,4-0,5 e realizaram-se duas diluicdes sucessivas de

1:10 até atingir a densidade celular de 10*-10° ufc/mL (UFC: Unidade Formadora de Colénia).
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Adicionaram-se 100 pyL de meio Mueller Hinton a cada poco da microplaca de 96
pocos. Em seguida, pipetaram-se 100 yL de extrato para o primeiro poco (coluna 1) e
misturou-se (diluicdo 1:2). Transferiu-se 100 yL da mistura do primeiro poco para o segundo
poco homogeneizado. Novamente, 100 pL da mistura foram transferidos do segundo poco
para o terceiro po¢o e homogeneizados. Esta diluicdo em série foi continuada até o nono pogo
(diluigéo final 1:512). Por fim, 100 pL foram removidos do nono pogo e descartados.

Foram realizados controlos de extrato (coluna 10, 100 pL de extrato/100 uL de meio),
da bactéria (coluna 11, 100 uL de suspenséo bacteriana/100 uL de meio), e do meio (coluna
12, 200 pL de meio).

Posteriormente, adicionaram-se 100 pL de suspensédo bacteriana a todos os pocos
(exceto a coluna de controle de esterilidade do meio e extrato) e incubaram-se as placas
durante 24 horas a 37 °C.

Por fim, 20 yL de cada poco foram inoculados em placas com meio (agar Mueller

Hinton), devidamente identificadas, a 37°C por 24 h.

Determinou-se a concentracdo bactericida minima dos extratos, identificando

visualmente, a concentracdo mais baixa de diluicdo que inibe o crescimento bacteriano.

Controlos
A

100pL  100pL  100pL
100pL Extrato Bactéria Meio

extrato 100yl 100puL  100puL  100pL  100pL  100pL | |
— 1 2 3 4 5 6 7 8 10

[BO0GO0GH
vesseeslest
gessleeel

k.

9.0.000009

9.0.00000.5

9.0.00000.5
100000002}

9.0.000000

9.0.00000°
90000009
90000009
11199000005

100uL Bactéria

Figura 2- Esquema ilustrativo do método de determinacéo da concentracdo bactericida

minima
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3.5.2. Atividade anti-inflamatoéria:

A desnaturacdo de proteinas € uma causa bem documentada de inflamacéo. A
capacidade dos extratos de bagaco de azeitona de inibir a desnaturacdo de proteinas foi

avaliada como mecanismo da atividade anti-inflamatoria, através de dois métodos diferentes:

l. Método adaptado de Mizushima e Kobayaishi (1968)

A 500 pL de 1% de albumina sérica bovina adicionaram-se 100 pyL dos
diferentes extratos. O controlo realizou-se adicionando 100 pL do solvente utilizado
(dgua e/ou etanol) nos extratos em vez das amostras. Manteve-se a mistura a
temperatura ambiente por 10 minutos e de seguida aqueceu-se num banho

termostatizado a 51 °C durante 20 minutos.
Leram-se as absorvancias a 660 nm.

A percentagem de inibicdo para desnaturacdo de proteinas calculou-se de

acordo com a seguinte equagao:

Abs1—-Abs0

% de inibicao = e

x 100 (Equacao n°11)

Onde AbsO é a absorvancia do controlo e Absl é a absorvancia da amostra.

Il Método adaptado de Chandra et al. (2012)

A 1000 pL de 1% de albumina sérica bovina adicionaram-se 200 pL dos
diferentes extratos. O controlo realizou-se adicionando 200 pL do solvente utilizado

nos extratos em vez das amostras.

Colocou-se a mistura numa estufa a 37 °C por 15 minutos e de seguida

agueceu-se hum banho termostatizado a 70 °C durante 5 minutos.
Leram-se as absorvancias a 660 nm.

A percentagem de inibicdo para desnaturagdo de proteinas calculou-se de

acordo com a seguinte equacao:

% de inibicdo = % x 100 (Equacéo n°12)

Onde AbsO é a absorvancia do controlo e Abs1 é a absorvancia da amostra.
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3.6. Tratamento estatistico dos resultados multivariados

De modo a caracterizar as diferentes amostras, recorreu-se a técnicas de padréo de
reconhecimento, como a Analise de componentes principais (Principal component analysis,
PCA) e a classificacao hierarquica (Cluster Analysis, CA), que permitem identificar o padrao
seguido pelas amostras.

A andlise de componentes principais (PCA) € uma técnica multivariada que analisa
uma tabela de dados na qual as observagbes sdo descritas por diversas variaveis
dependentes quantitativas intercorrelacionadas, permitindo extrair as informacbes
importantes dos dados estatisticos e representd-los como um conjunto de novas variaveis
ortogonais, chamadas de componentes principais, ndo correlacionados entre si e
apresentando variancia decrescente. A PCA permite exibir o padrdo de similaridade entre as
observacdes e variaveis, e reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados composto
por um grande numero de variaveis inter-relacionadas, mantendo o maximo possivel da

variacdo presente no conjunto de dados (Mishra et al., 2017)
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4. Tratamento e discussdo de Resultados

4.1. Caracterizagao quimica

A composicao fisico-quimica média de cada bagaco de azeitona, apresenta-se na
Tabela 3.

Tabela 3- Composi¢ao quimica média da matéria-prima

Resultados dos bagacos monovarietais obtidos por Freitas et al. (2022).

Caracterizacdo Quimica

Ucasul Cobrangosa Galega
indice de Maturag&o (IM) - 2,5 2,89

Humidade (%) 76,8 + 0,765 55,71 £ 0.135 54.80 + 0.135
Cinza 9,05+ 0,184 3,62 + 0.137 3,90 £ 0.02
Total Extrativos 51,03 + 0,879 57,72 + 2.33 70,61 +£1.03
n-hexano 19,91 £ 0,618 24,18 +0.41 26,85 +£0.41
Etanol 24,70+ 0,616 21,44 +2.14 31,81 +1.71
Agua 6,43 + 0,481 12,10 £ 0.21 11,95+ 1.27
Lenhina Total 11,49+ 1,268 15,52 £1.12 10,37 £0.29
Lenhina Klason 10,27 £ 0,160 15,38 £1.13 10,19 £ 0.30
Lenhina Solavel 1,22 + 0,024 0,14 + 0.004 0,17 + 0.01

O alto teor de humidade para os diferentes bagacos, corresponde ao intervalo de
valores 50 — 70%, descrito por Gullén et al. (2020) para bagagos resultantes da extragdo do
azeite realizada por um sistema de duas fases. O bagaco UCASUL apresenta um teor de
humidade bastante superior aos restantes bagacos (cerca de 20% de humidade a mais). Isto
pode ser justificado pelo facto dos bagacos Cobrangosa e Galega terem sido obtidos num
sistema de extracdo Abencor, que origina bagagos menos humidos do que os sistemas

continuos de duas fases.

O teor de cinza dos bagacos monovarietais é semelhante. J& o bagaco UCASUL

apresenta um valor mais elevado (9,05%).
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Os teores de extrativos totais, que incluem compostos bioativos, apresentaram valores
menores no bagaco industrial UCASUL (51,03%), seguido pelo Cobrancgosa (57,72%), e o
bagaco da cultivar Galega apresentou os valores vais elevados (70,61%).

Os extrativos obtidos com n-hexano sdo lipidos. Os valores dos bagacos
monovarietais sdo superiores aos do bagaco industrial. Tal € explicado pelo baixo rendimento
de extracdo do equipamento laboratorial, que origina grandes perdas de gorduras nos
bagacos.

O total de extrativos em etanol e agua foi de aproximadamente 31%, 33% e 44%,
respetivamente. Os extrativos mais polares, removidos por etanol e agua, constituem a maior
parte dos extrativos totais correspondendo em média a cerca de 60% do teor de extrativos
totais, e podem variar de acordo com a cultivar, indice de maturacdo (IM), e condi¢cdes de

armazenamento.

Os componentes estruturais de lenhina total, lenhina Klason e de lenhina solavel dos
bagacos correspondem a aproximadamente a 11,49 %, 10,27% e 1,22% para o0 bagaco
UCASUL, a 15,52%, 15,38% e 0,14%, respetivamente, para o0 bagaco Cobrancosa e 10,37%,
10,19% e 0,17% para o bagaco Galega.

4.2. Otimizacéo das condi¢Bes operacionais

O teor de compostos fendlicos bem como a sua atividade antioxidante das amostras
de bagaco da UCASUL submetidos as condi¢Bes de extracdo da matriz fatorial (tabela 1),

estao representados na tabela 4.
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Tabela 4- Teor de fenois totais e atividade antioxidante, avaliada pelos métodos DPPH e
FRAP, das amostras de bagaco UCASUL sujeitos a diferentes condic¢des de extracao

CondigGes de extracao DPPH FRAP TFT

[trolox] [trolox] mg

Amostra T t. H20  EtOH U'.S IC50% mg/ mg/| GAE/,
() (min) (%) (%) (min) amfs'?ra amgsfra extratgo

1 30 30 100 0 0 86,61 9,16 30,62 39,35
2 50 30 100 0 0 86,84 9,28 31,40 36,82
3 30 90 100 0 0 88,14 9,68 32,12 31,65
4 50 90 100 0 0 89,97 9,92 32,24 40,52
5 30 30 0 100 0 91,06 10,03 35,31 34,99
6 50 30 0 100 0 91,04 9,99 35,00 38,22
7 30 90 0 100 0 91,36 10,06 35,64 31,26
8 50 90 0 100 0 90,35 9,82 34,99 37,41
9 30 30 100 0 15 88,74 9,52 44,45 44,25
10 50 30 100 0 15 90,07 9,89 38,32 27,40
11 30 90 100 0 15 88,55 9,70 46,47 41,17
12 50 90 100 0 15 87,31 9,63 47,54 41,56
13 30 30 0 100 15 95,94 10,46 48,35 40,80
14 50 30 0 100 15 95,77 10,55 48,83 43,80
15 30 90 0 100 15 96,04 10,26 48,53 39,30
16 50 90 0 100 15 96,64 9,97 47,10 38,34
PC1 40 60 50 50 0 86,97 9,49 32,58 40,34
PC2 40 60 50 50 15 92,14 10,11 47,29 44,76

De modo estabelecer as condi¢des de extracdo ideais para obter 0 maximo de teor de
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante dos extratos, foi necessario avaliar como
€ que os diferentes fatores afetam os parametros resposta (TPC, FRAP, DPPH) e as eventuais

inter-relacdes entre as variaveis de teste.

Neste sentido, realizou-se uma analise estatistica do desenho fatorial, recorrendo ao

software STATISTICA statsoft, USA, para realizar tabelas ANOVA, e a metodologia de

Superficie de Resposta.

Teor de compostos Fendlicos Totais (TFT)

O teor de compostos fendlicos totais variou entre 27,40 (ensaio 10) e 44,76 (ensaio
PC2) GAE/g extrato. O ensaio PC2 (ETOH/:H.O 50:50, tempo de extracdo 60 min,
temperatura 40 °C, sonda ultrassons 15 min) mostrou 0os maiores teores de TPC enquanto o
ensaio 10 (H20 100%, tempo de extragdo 30 min, temperatura 50 °C, sonda ultrassons 15

min) apresenta os menores teores de TFT.
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A tabela 5 mostra os efeitos dos varios fatores considerados, bem como das suas
interacdes e repetiveis niveis de significancia (p).

Como é possivel observar na tabela 5, nenhum dos fatores apresenta efeito
significativo nos teores de fendis totais das amostras de extrato.

Tabela 5- Efeitos lineares e interagdes dos fatores T, t, solvente e tempo de aplicagédo de U.S
no teor de fenois dos extratos de bagago UCASUL

Efeito Std.Err.  t(5) p -95,00% 95,00% Coeff. Std.Err. -95,00% 95,00%
Cnf.Limt Cnf.Limt Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt

Mean/Interc. 37,928 1,115 34,029 0,000 35,063 40,793 37,928 1,115 35,063 40,793
(1)Temperatura 0,162 2,229 0,072 0,945 -5,569 5892 0,081 1,115 -2,784 2,946
(2)Tempo (min) -0,552 2,229 -0,247 0,814 -6,282 5179 -0,276 1,115 -3,141 2,589

(3)EtOH (%) 0,172 2,229 0,077 0,941 -5558 5903 0,086 1,115 -2,779 2,951
(4)US (min) 3,301 2,229 1,481 0,199 -2,429 9,031 1,650 1,115 -1,215 4,515
1by2 3,452 2,229 1,549 0,182 -2,278 9,182 1,726 1,115 -1,139 4,591
1by3 2,691 2,229 1,207 0,281 -3,040 8421 1,345 1,115 -1,520 4,210
1by 4 -3,771 2,229 -1,692 0,151 -9,501 1,959 -1,886 1,115 -4,751 0,980
2by3 -2,322 2,229 -1,042 0,345 -8052 3,408 -1,161 1,115 -4,026 1,704
2by4 1,584 2,229 0,710 0,509 -4,146 7,314 0,792 1,115 -2,073 3,657
3by4 1,789 2,229 0,803 0,459 -3,941 7,519 0,895 1,115 -1,970 3,760
DPPH

Os extratos de bagaco de azeitona obtidos no ensaio 14 (100% ETOH, tempo de
extracdo 30 min, temperatura 50 °C, sonda ultrassons 15 min) apresentaram a melhor
atividade sequestrante de radicais (DPPH), correspondente a 10,55 [trolox] mg/g amostra, e
os valores obtidos no ensaio 1 (H20 100%, tempo de extragdo 30 min, temperatura 30 °C e

sem tempo de sonda ultrassons) a atividade mais fraca com 9,16 [trolox] mg/g amostra.

A tabela 6 apresenta os valores dos efeitos lineares dos diferentes fatores estudados,
interacdes e respetivos niveis de significancia, na atividade antioxidante avaliada pelo método
DPPH.

Como é possivel constatar na tabela 6, os valores de DPPH apresentam um aumento
nos tratamentos realizados com o solvente etanol (a 96%) e quando se utilizou um pré-

tratamento de U.S.
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Tabela 6- Efeitos lineares e interacfes dos fatores T, t, solvente e tempo de aplicacédo de U.S
nos valores de DPPH dos extratos de bagaco UCASUL

Effect Std.Err.  t(5) p -95,00% 95,00% Coeff. Std.Err. -95,00% 95,00%

Cnf.Limt Cnf.Limt Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 9,870 0,030 331,009 0,000 9,793 9,947 9,870 0,030 9,793 9,947
(1)Temperatura 0,022 0,060 0,365 0,730 -0,132 0,175 0,011 0,030 -0,066 0,088
(2)Tempo (min) 0,022 0,060 0,375 0,723 -0,131 0,176 0,011 0,030 -0,065 0,088

(3)EtOH (%) 0,545 0,060 9,134 0,000 0,391 0,698 0,272 0,030 0,196 0,349
(4)US (min) 0,254 0,060 4,268 0,008 0,101 0,408 0,127 0,030 0,051 0,204
1by2 -0,113 0,060 -1,891 0,117 -0,266 0,041 -0,056 0,030 -0,133 0,020
1by3 -0,141 0,060 -2,369 0,064 -0,295 0,012 -0,071 0,030 -0,147 0,006
1by4 0,003 0,060 0,042 0,98 -0,151 0,156 0,001 0,030 -0,075 0,078
2by3 -0,249 0,060 -4,167 0,009 -0,402 -0,095 -0,124 0,030 -0,201  -0,048
2by4 -0,233 0,060 -3,908 0,011 -0,386 -0,080 -0,117 0,030 -0,193  -0,040
3by4 0,081 0,060 1,361 0,232 -0,072 0,234 0,041 0,030 -0,036 0,117

Sado também significativas e negativas, as interacées Temperaura x Etanol (1x3),
tempo x Etanol (2x3) e tempo x Ultrassons (2 x 4). Isto significa que o aumento simultaneo de

ambos os factores leva a uma diminuai¢céo da atividade antioxidante avaliado pelo DPPH.

Estas observacfes sdo provavelmente consequéncia de tratamentos que se mostram

agressivos e degradam 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante.

A figura 3 apresenta a superficie de resposta ajustada aos valores de DPPH em funcéo
do solvente utilizado e do tempo de ultrassons.

(engowe GEOER LOIRER-T N

Figura 3- Gréfico de superficie de resposta
tridimensional: DPPH vs U.S vs ETOH%
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Verifica-se que os valores mais elevados de DPPH se obtiveram quando se utilizou
etanol (a 96%) como solvente de extracao e 15 minutos de pré-tratamento com U.S. O mesmo
comportamento foi observado com a atividade expressa em IC50%.

FRAP

No geral, todos os extratos apresentaram elevada atividade antioxidante. Os valores
de FRAP variaram entre 30,61 e 48,82 [trolox] mg/g amostra. O valor mais alto, ensaio 14,
esta associado as seguintes condic6es: ETOH 100%, tempo de extra¢do 30 min, temperatura
50 °C e sonda ultrassons 15 minutos. O ensaio 1 apresenta os valores menores, e foi obtida
nas condicbes: H.O 100%, tempo de extracdo 30 min, temperatura 30 °C e sem pré-

tratamento com contacto com sonda de ultrassons.

Os valores obtidos para a atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP, e pelo
DPPH, apresentam um aumento nos tratamentos com a utilizacdo do solvente etanol (tabela
7).

Tabela 7- Efeitos lineares e interac6es dos fatores T, t, solvente e tempo de aplicacdo de U.S
nos valores de FRAP dos extratos de bagaco UCASUL

Effect Std.Err. t(5) p -95,00% 95,00% Coeff. Std.Err. -95,00% 95,00%

Cnf.Limt Cnf.Limt Coeff. Cnf.limt Cnf.limt

Mean/Interc. 39,805 0,528 75,375 0,000 38,448 41,163 39,805 0,528 38,448 41,163
(1)Temperature -0,760 1,056 -0,719 0,504 -3,475 1,955 -0,380 0,528 -1,737 0,978
(2)Time (min) 1,543 1,056 1,461 0,204 -1,172 4,258 0,771 0,528 -0,586 2,129

(3)EtOH (%) 3,825 1,056 3,622 0,015 1,110 6,540 1,913 0,528 0,555 3,270
(4)US (min) 12,788 1,056 12,107 0,000 10,073 15,503 6,394 0,528 5,036 7,751
lby2 0,539 1,056 0,510 0,632 -2,176 3,254 0,270 0,528 -1,088 1,627
lby3 0,280 1,056 0,265 0,802 -2,435 2,995 0,140 0,528 -1,218 1,497
lby4 -0,743 1,056 -0,703 0,513  -3,458 1,972 -0,371 0,528 -1,729 0,986
2by3 -1,853 1,056 -1,754 0,140 -4,568 0,862 -0,926 0,528 -2,284 0,431
2by4 0,878 1,056 0,832 0,444 -1,837 3,593 0,439 0,528 -0,918 1,797
3by4 0,183 1,056 0,174 0,869 -2,532 2,898 0,092 0,528 -1,266 1,449

No caso da atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP, o pré-tratamento de 15
minutos com U.S e o uso de etanol como solvente apresentam efeito positivo, a semelhanca

do observado para a atividade medida pelo método DPPH (figura 4).
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Figura 4- Gréfico de superficie de resposta
tridimensional: FRAP vs U.S vs ETOH%

4.3. Condi¢cbes matriz fatorial selecionada (otimizada)

Os métodos de delineamento multivariados provaram ser ferramentas Uteis para
selecionar as condicbes operacionais mais adequadas (temperatura, tempo, solvente,

ultrassons) para atingir a extracdo maxima de compostos bioativos de bagacos de azeitona.

Os valores de atividade antioxidante mais altos foram obtidos nas condigcbes com
tratamentos de ultrassons (15min), com solvente etanol (100%) e mistura de solventes (agua/

etanol 50:50), correspondendo ao ensaio PC2. Sendo estas as condi¢des escolhidas para a
obtencdo dos extratos a serem analisados.

As varidveis de temperatura e de tempo de reacao utilizadas nos tratamentos com

valores mais elevados (T=50 °C, t=90 minutos) provaram ser degradativos para os compostos
responsaveis pela atividade antioxidante.

Consequentemente, um tempo de extracdo menor (30 minutos) e uma faixa de
temperatura de 30-40 °C foram selecionados para a extragéo, correspondendo também a um
menor consumo de energia. Assim, o bagaco industrial e os bagacos monovarietais de Galega

e Cobrancosa foram sujeitos a diferentes extrag¢fes, durante 30 minutos, ap6s 15 minutos de
U.S (tabela 8)

Para cada amostra o ensaio foi realizado a triplicar.
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Os resultados para os diferentes ensaios de TFT, DPPH e FRAP estéo representados

na tabela 8.

Tabela 8- Condicdes de extragdo do bagaco industrial e dos bagacos monovarietais e
resultados TFT, DPPH e FRAP

DPPH FRAP TFT
Extratos (QTC) (mtin) T;()) E(tf}:)H (r?'lfn) 1C50 [tr:ﬁ]s::ag e [trglrﬁﬁli?ag 5 meifrggg
U-EtOH 30 30 0 100 15 |33,58+2,272 | 33,7942,336 | 34,76 £2,213 | 36,89 £ 0,235
G-EtOH 30 30 0 100 15 |41,78+57160 | 41,93 £4,144 | 53,596,362 | 51,11 + 1,252
CEtOH 30 30 O 100 15 |63,86+3,258 | 68,69+3,444 | 80,24 +4,684 | 70,27 + 1,607

U-EtW-30 30 30 50 50 15 | 50,65+2,391 | 53,76+2,895 | 31,49 +0,350 | 43,27 + 1,335

G-EtW-30 30 30 50 50 15 | 6426+1,821 | 67,11£3,240 | 63,92 +3,977 | 71,50 % 1,545

CEtW30 30 30 50 50 15 |84,75+0,978 | 89,2542,273 | 89,555,755 | 71,58 + 2,962

U-EtW-40 40 30 50 50 15 | 59,65+0,326 | 63,600,477 | 34,74 +2,711 | 48,78 + 3,662

G-EtW-40 40 30 50 50 15 | 63,55+3,099 | 66,190,664 | 78,27 +3,938 | 56,96 + 1,007

CEtW-40 40 30 50 50 15 |84,59+2,788 | 89,78 42,335 | 97,09 £5,065 | 65,43 £7,120

Legenda: U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); U-ETW-30, UCASUL (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U-ETW-40, UCASUL (50

ETOH/ 50 H20, 40°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); G-ETW-30, Galega (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); G-ETW-40,

Galega (50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C-ETOH, Cobrancosa (100% ETOH, 30°C); C-ETW-30, Cobrancosa (50 ETOH/ 50 H20,

30°C); C-ETW-40, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

Como é possivel observar, diferentes tratamentos e cultivares de azeitona resultam
em diferentes respostas. Em geral, os extratos de bagacos monovarietais apresentaram

teores mais elevados de compostos fendlicos e maior atividade antioxidante.

As amostras com maior teor de antioxidante foram as amostras C-Etw-40 (cultivar
Cobragosa, solvente etanol/aguas 50:50, 40 °C) e C-Etw-30 (cultivar Cobragosa, solvente
etanol/agua 50:50, 30 °C), sequidos pela C-EtOH, G-EtW-30, G-etW-40.

Os extratos obtidos usando os bagacos provenientes da UCASUL apresentaram 0s

menores valores.

Estes valores seriam esperados, uma vez que esta é uma matéria-prima industrial que

consiste numa mistura de diferentes bagacos de azeitona provenientes de diversas unidades
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de extracdo de azeite, que estdo em contacto direto com o ar, durante longos periodos,

resultando na oxidag&o destes mesmos.

4.4. Avaliacdo da bioatividade dos compostos produzidos

Tendo em conta que os resultados das repeticdes efetuadas para cada amostra em
diferentes condi¢cbes de extracdo ndo apresentam diferencas significativas em nenhum dos
diferentes ensaios realizados (TFT; FRAP; DPPH), selecionou-se apenas um extrato
representativo das diferentes condigcbes de extragdo, de modo a realizar os ensaios de
avaliacdo da bioatividade dos compostos produzidos.

4.4.1. Atividade anti-inflamatoria

Alterac6es nas moléculas de proteinas, como a desnaturacao e consequentemente a
perda da sua funcdo biolégica, estdo envolvidas na iniciacdo e progressdo do processo
inflamatorio. Este efeito de anti-desnaturacdo pode ser, portanto, um bom alvo na busca de

efeitos anti-inflamatorios (Grabowska et al. 2018).

Os resultados dos ensaios da atividade anti-inflamatoria de ambos os métodos

elaborados de desnaturacado de proteinas estéo representados na tabela 9.

Tabela 9- Resultados atividade anti-inflamatdria dos extratos

Método | Método Il
Abs Abs %
o) mipi o
Extrato Solvente Média % Inibicao Média  Inibicio

U-ETOH Etanol 0,841 97,11 0,847 98,54
G-ETOH Etanol 0,821 97,04 0,781 98,42
C-ETOH Etanol 0,728 96,66 0,544 97,73
U-ETW-30  Etanol/H20 (50:50) 0,708 98,73 0,834 97,60
G-ETW-30  Etanol/H20 (50:50) 0,164 94,51 0,159 87,45
C-ETW-30  Etanol/H20 (50:50) 0,106 91,48 0,261 92,35
U-ETW-40  Etanol/H20 (50:50) 0,694 98,70 0,835 97,61
G-ETW-40  Etanol/H20 (50:50) 0,816 98,90 0,820 97,56
C-ETW-40  Etanol/H20 (50:50) 0,662 98,64 0,802 97,51

Método adaptado de Mizushima e Kobayaishi 1968 (1); Método adaptado de Chandra et al. 2012 (lI).
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Legenda: U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); U-ETW-30, UCASUL (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U-ETW-40, UCASUL (50
ETOH/ 50 H20, 40°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); G-ETW-30, Galega (50 ETOH/ 50 H20, 30°C) ; G-ETW-40,
Galega (50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C-ETOH, Cobrancosa (100% ETOH, 30°C); C-ETW-30, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20,

30°C); C-ETW-40, Cobrang¢osa (50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

Os valores de percentagens de inibicdo da desnaturacao de proteinas variam de 91,48
- 98,90 % para o método | (Mizushima e Kobayaishi, 1968) e de 87,44 - 98,54% para o0 método
Il (Chandra et al. 2012).

As percentagens de inibicdo maxima obtidas pelo método | sdo provenientes dos
extratos resultantes de uma mistura hidroalcodlica (50% agua: 50% etanol) nomeadamente,
G-ETW-40, U-ETW-40e U-ETW-30). Ja com o método Il os extratos que apresentaram uma
percentagem de inibicdo mais elevada foram os extratos etandlicos (U-ETOH, G-ETOH, C-
ETOH).

De acordo com Mizushima e Kobayaishi (1968), quatro medicamentos com atividade
anti-inflamatdria reconhecida estabilizaram proteinas séricas contra a coagulacao por calor,
atingindo a percentagem média de inibicdo nos valores de: 81% para o acido salicilico (0.18
mg/mL), 72% para a Fenilbutazona (0,12 mg/mL), 43% no acido flufenarnico (0,03 mg/mL), e
59% para o Ibufenac (0,04 mg/mL). A aspirina, um medicamento anti-inflamatério padrao,
provocou uma inibicdo da desnaturacdo de proteinas maxima de 81% na concentracdo de

100 pg/mL, em relacdo ao controlo (Rajesh et al. 2019).

No presente estudo, os resultados indicam que o0s extratos obtidos possuem
propriedades anti-inflamatérias consideraveis com os métodos selecionados, sendo eficazes
na inibicdo da desnaturacdo da albumina induzida pelo calor. Essas propriedades advém
presumivelmente da presenca de altos teores de compostos bioativos. No entanto, o estudo
da caracterizagdo do perfil fendlico das amostras obtidas é necessario de modo a encontrar
0S componentes e mecanismos de acdo presentes nos extratos de bagacos de azeitona

relacionados com as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.

4.4.2. Caracterizagdo dos extratos com base na sua atividade antioxidante e

anti-inflamatéria

De modo a caracterizar os diferentes extratos obtidos a partir dos trés bagacos
estudados e avaliar eventuais relagdes entre eles e quais os parametros mais importantes na

sua caracterizagdo, os resultados relativos ao teor em compostos fendlicos, atividade
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antioxidante (FRAP e DPPH) e anti-inflamatéria foram sujeitos a uma analise em

componentes principais.

A correlacao entre as diferentes varidveis resposta esta presente na seguinte tabela
(tabela 10). Tendo em conta que o RSA% esta fortemente correlacionado com o DPPH
([trolox] mg/g amostra), uma vez que estes valores se obtém a partir do mesmo método,

considerou-se apenas o valor dos resultados em [trolox].

Tabela 10- Matriz de correlacao entre variaveis

DPPH FRAP TPC %Inhib-1 % Inhib-II

DPPH 0,81

0,80 -0,34 -0,38

FRAP 0,84 -0,35 -0,25

TPC 0,80 0,84 -0,57 -0,62
%Inhib-I -0,34 -0,35 -0,57 0,71
% Inhib-1l  -0,38 -0,25 -0,62 0,71

O teor em compostos fendlicos esta altamente correlacionado com as atividades
antioxidantes DPPH e FRAP mas negativamente (e numa correlacdo mais baixa) com a
atividade anti-inflamatéria, o que parece demonstrar que ndo Sao apenas 0S COMPOStos

fendlicos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria nos extratos.

Os dois métodos de determinacdo da % de inibicdo estdo altamente correlacionados

entre si.

Através da PCA, os 5 eixos do hiperespaco definido pelas 5 variaveis iniciais podem
ser reduzidos a dois (componentes principais) porque apenas 0s dois primeiros apresentam

valores proprios maiores do que 1 e por isso séo significativos (tabela 11).

Tabela 11- Valores proprios da matriz de correlacéo e estatisticas relacionadas (PCA-

extratos)

Valor proprio

Valores préprios Variancia Total % Cumulativo %

cumulativo
1 3,30 66,07 3,30 66,07
2 1,11 22,27 4,42 88,34
3 0,33 6,66 4,75 95,00
4 0,18 3,69 4,93 98,68
5 0,07 1,32 5,00 100,00
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O primeiro eixo explica cerca de 66% da variancia da informacéo e o segundo cerca

de 22%. Ou seja, o plano projetado (1x2) explica cerca de 88,34% da informacdo da matriz
inicial.

As projecOes das variaveis e amostras originais no plano definido pelos dois primeiros
componentes principais (fatores 1 e 2) esta representada na figura 5.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)

10}
05}

0,0

Factor 2 : 22,27%

1,0

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 66,07%

o Active

Figura 5- Projecdes das variaveis no plano definido pelas duas primeiras

componentes principais (1X2)

Como é possivel observar mais uma vez, o método de inibicéo | e Il estdo altamente
correlacionados. No entanto ndo mostram qualquer relagdo com o TFT e atividades
antioxidante, o que leva a crer que 0S compostos responsaveis por estas atividades sejam
diferentes. Ao longo do primeiro eixo (fator 1), os teores de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante avaliada por ambos os métodos aumentam no sentido positivo. A
atividade anti-inflamaté6ria aumenta no sentido negativo do eixo.
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Figura 6- Projecdo das amostras no plano definido pelas duas primeiras

componentes principais (1X2)

Legenda: U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); U-ETW-30, UCASUL (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U-ETW-40, UCASUL (50
ETOH/ 50 H20, 40°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); G-ETW-30, Galega (50 ETOH/ 50 H20, 30°C) ; G-ETW-40,
Galega (50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C-ETOH, Cobrangosa (100% ETOH, 30°C); C-ETW-30, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20,

30°C); C-ETW-40, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

A figura 6 apresenta a projecao das amostras no plano 1x2.

Os extratos que apresentam valores maiores de compostos fenélicos totais e atividade
antioxidante sdo os extratos da Cultivar Cobrancosa (C-ETOH, C-ETW-30, C-ETW-40)
juntamente com os extratos G-ETW-30 e G-ETW-40.

As amostras da cultivar UCASUL (U-ETOH, U-ETW-30, U-ETW-40) e G-ETOH,
representam um grupo distinto localizado no 4° quadrante: sdo amostras mais pobres em
componentes fendlicos, com menor atividade antioxidante, mas com maior atividade anti-

inflamatoria.

A classificagdo hierarquica aglomerativa permitiu avaliar a existéncia de possiveis
grupos de amostras sugeridas pelo PCA. A aglomeracao a efetuar numa dada etapa é a fusédo
dos dois subgrupos (classes) considerados mais “semelhantes”. A forma usual de representar
graficamente as sucessivas fusfes de subgrupos num método de classificacdo hierarquico é

através dum dendrograma, duma representagdo em forma de arvore, como na figura 7.
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Figura 7- Dendrograma dos extratos obtido pela andlise Cluster

Legenda: U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); U-ETW-30, UCASUL (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U-ETW-40, UCASUL (50
ETOH/ 50 H20, 40°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); G-ETW-30, Galega (50 ETOH/ 50 H20, 30°C) ; G-ETW-40,
Galega (50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C-ETOH, Cobrancosa (100% ETOH, 30°C); C-ETW-30, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20,

30°C); C-ETW-40, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

Um corte no dendrograma ao nivel de cerca 25 de distancia de ligacéo permite agrupar
0s extratos em dois grupos (Grupo 1: U-ETOH, U-ETW-30, U-ETW-40 e G-ETOH; Grupo 2:
C-ETOH, G-ETW-40, G-ETW-30, C-ETW-30 e C-ETW-40). Estes grupos coincidem com 0s

grupos sugeridos pelo PCA e identificados na figura 8.

4.4.3. Atividade antimicrobiana

Em geral, quanto & presenca de uma zona de inibicdo de crescimento do
microrganismo, 0s extratos de bagaco de azeitona apresentaram diferentes resultados em
relacdo as bactérias estudadas (S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. typhimurium, E.

coli) em diferentes niveis, conforme apresentado na Tabela 12.
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Tabela 12- Resultados gerais da atividade antimicrobiana dos extratos

Extratos Bagaco Azeitona

uU- G- C- U- G- C-
u- G- C-
Microrganismo Estirpe Tipo ETW- ETW- ETW- ETW- ETW- ETW-
ETOH ETOH ETOH
30 30 30 40 30 40
Staphylococcus ATCC  Gram + +
aureus 25923  positiva
ATCC Gram
Escherichia coli + + - - - - - -
25922  negativa
Pseudomonas ATCC Gram
+ + + - - - - - -
aeruginosa 27853 negativa
Klebsiella ATCC Gram
pneumoniae 9997 negativa
Salmonella CIP Gram
+ + + - - - - - -
typhimurium 6062 negativa

(+), Positivo; (-), negativo.

Legenda: U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); U-ETW-30, UCASUL (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U-ETW-40, UCASUL (50
ETOH/ 50 H20, 40°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); G-ETW-30, Galega (50 ETOH/ 50 H20, 30°C); G-ETW-40,
Galega (50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C-ETOH, Cobrangosa (100% ETOH, 30°C); C-ETW-30, Cobrancosa (50 ETOH/ 50 H20,

30°C); C-ETW-40, Cobrangosa (50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

Os extratos obtidos com o solvente etanol foram os Unicos a apresentar resultados
visiveis relativamente & sua capacidade antimicrobiana (diluicdo 1:2). Os extratos etanolicos
apresentaram atividade antimicrobiana relativamente as bactérias E. coli, S. aureus (excepto

C-ETOH), Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 9- Atividade antimicrobiana contra Figura 8- Atividade antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Salmonella typhimurium CIP 6062

Figura 11- Atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figura 10- Atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli ATCC 25922

Legenda: U1: U-ETOH (UCASUL, 100% ETOH, 30°C); U4: U-ETW-30 (UCASUL, 50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U7: U-ETW-40
(UCASUL, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C); G1: G-ETOH (Galega, 100% ETOH, 30°C); G4: G-ETW-30 (Galega, 50 ETOH/ 50 H20,
30°C); G7: G-ETW-40 (Galega, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C1: C-ETOH (Cobrangosa, 100% ETOH, 30°C); C4: C-ETW-30

(Cobrancosa, 50 ETOH/ 50 H20, 30°C); C7: C-ETW-40 (Cobrangosa, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

A estrutura e composicdo da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-
negativas sdo diferentes, o que pode explicar a variacdo de suscetibilidade em relacdo aos
extratos vegetais. Estruturalmente, as paredes das bactérias Gram-negativas, sdo mais
diferenciadas e complexas do que as gram-positivas, contendo 0 componente
lipopolissacarideo que os torna mais resistentes a agentes antibacterianos. As bactérias
gram-positivas tém uma parede homogénea que nao contém fosfolipidios, o que as torna mais

sensiveis a varios extratos vegetais (Nunes et al, 2021).
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No entanto, apenas os extratos U-ETOH (UCASUL,100% ETOH, 30 °C) e G-ETOH
(Galega, 100% ETOH, 30 °C) mostraram efeito antimicrobiano para a bactéria gram-positiva

S. aureus.

Para os extratos resultantes da extracdo com solventes de diferente polaridade
(etanol/ agua 50:50) nao foi possivel observar resultados visiveis de inibicdo de crescimento

dos microrganismos.

Nenhum extrato apresentou qualquer efeito antimicrobiano contra a bactéria gram

negativa Klebsiella pneumoniae (figura 14).

Figura 12- Atividade antimicroniana contra Klebsiella
pneumoniae ATCC 9997

Legenda: U1: U-ETOH (UCASUL, 100% ETOH, 30°C); U4: U-ETW-30 (UCASUL, 50 ETOH/ 50 H20, 30°C); U7: U-ETW-40
(UCASUL, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C); G1: G-ETOH (Galega, 100% ETOH, 30°C); G4: G-ETW-30 (Galega, 50 ETOH/ 50 H20,
30°C); G7: G-ETW-40 (Galega, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C); C1: C-ETOH (Cobrangosa, 100% ETOH, 30°C); C4: C-ETW-30

(Cobrangosa, 50 ETOH/ 50 H20, 30°C); C7: C-ETW-40 (Cobrangosa, 50 ETOH/ 50 H20, 40°C).

Foi ainda possivel confirmar através dos controlos realizados, que nenhum dos

extratos ou solvente continha alguma contaminacéo.

Para os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana nos métodos descritos
anteriormente, foram testados relativamente a sua Concentracdo Bactericida Minima (CBM),

pela metodologia de microdiluicdo em placa de 96 pocos.

Os resultados representados na tabela 13 resultam da observagcdo visual da
concentracdo mais baixa de diluicdo que iniba o crescimento bacteriano (figuras 15, 16, 17 e
18).
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Tabela 13- Concentracéo Bactericida Minima dos extratos

Concentragao Bactericida Minima (g bagago/100 mL)

Extratos Staphylococcus Escherichia Pseudomonas Salmonella

aureus coli aeruginosa typhimurium
U-ETOH 1,25 2,5 1,25 2,5
G-ETOH 1,25 1,25 0,625 1,25
C-ETOH - 0,625 0,625 0,625

U-ETOH, UCASUL (100% ETOH, 30°C); G-ETOH, Galega (100% ETOH, 30°C); C-ETOH, Cobrangosa (100% ETOH, 30°C)

O extrato C-ETOH apresenta os melhores resultados de Concentragdo Bactericida
Minima (0,625 g bagac¢o/100 mL) para as diferentes bactérias analisadas. Simultaneamente
este extrato é também o que apresenta os valores mais elevados relativamente ao teor de

fendlicos totais e atividade antioxidante (FRAP, DPPH).

No caso de S. aureus, a concentracdo bactericida minima do extrato U-ETOH contra
S. aureus apresenta um valor igual a obtida por G-ETOH contra a mesma bactéria (1,25 g

bagaco/100 m).

O U-ETOH, que apresentou a menor quantidade de fendis totais (37 mg GAE/g
extrato), e atividade antioxidante (%IC50= 36,11; [trolox] mg/g amostra= 32,41 (FRAP)
também apresentou menor resultado de CBM para as bactérias E. coli (2,5 g bagago/100 mL),
Salmonella typhimurium (2,5 g bagaco/100 mL) e Pseudomonas aeruginosa (1,25 g
bagaco/100 mL).

O extrato G-ETOH apresentou valores de diluicdo baixos eficazes contra a bactéria

Pseudomonas aeruginosa (0,625 g bagaco/100 mL).

48




Figura 13- CBM dos extratos contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Figura 14- CBM dos extratos contra Staphyloccoccus aureus
ATCC 25923

Figura 15- CBM dos extratos contra Salmonella typhimurium
CIP 6062

Figura 16- CBM dos extratos contra Escherichia coli
ATCC 25922

Legenda: Ul: U-ETOH (UCASUL, 100% ETOH, 30°C); G1: G-ETOH (Galega, 100% ETOH, 30°C); C1: C-ETOH

(Cobrancosa, 100% ETOH, 30°C).

49




5. Conclusoes

Neste trabalho, foi demonstrado a capacidade de extracdo do bagaco de azeitona
usando solventes de amigos do ambiente, como agua e etanol, para obter extratos ricos em
compostos bioativos. Os pré-tratamentos com a aplicagdo de ultrassons demonstraram
aumentar a eficiéncia da recuperacdo de compostos de valor acrescentado. Os extratos
produzidos apresentaram atividade antioxidante e anti-inflamatéria, podendo ser de interesse
para aplicacao nas areas alimenticia, cosmética e farmacéutica.

As condi¢Bes de extracdo que forneceram os melhores resultados em termos de
capacidade antioxidante incluiram tratamentos de ultrassons (15min) seguidos de extracéo
com etanol (100%) ou mistura de solventes (dgua/ etanol 50:50), um tempo de extracdo de
30 minutos e uma faixa de temperatura de 30-40 °C.

As amostras com maior teor de fenois e maior atividade antioxidante foram as amostras
C-Etw-40 (cultivar Cobrancosa, solvente etanol/aguas 50:50) e C-Etw-30 (cultivar
Cobrancosa, solvente etanol/aguas 50:50), seguidos pela C-EtOH, G-EtW-30, G-etW-40 e os
extratos obtidos usando os bagacos provenientes da UCASUL apresentaram os valores mais
baixos.

Todos os extratos obtidos possuem propriedades anti-inflamatérias importantes, sendo
eficazes na inibicdo da desnaturacéo da albumina induzida pelo calor.

Os extratos obtidos com o solvente etanol foram os Unicos a apresentar resultados
visiveis relativamente a sua capacidade antimicrobiana contra bactérias E. coli, S. aureus
(excepto C-ETOH), Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa.

O extrato C-ETOH apresenta os melhores resultados de Concentracdo Bactericida
Minima (0,625 g bagaco/100 mL) para as diferentes bactérias analisadas, seguido pelo extrato
G-ETOH, e o extrato U-ETOH apresentou a menor Concentracdo Bactericida Minima.
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6. Perspetivas futuras

ApOs a realizacao deste trabalho, seria interessante realizar estudos adicionais usando
diferentes combinacdes de temperatura, tempo de extracdo, razdo liquido-solido, e outras
tecnologias emergentes podem ser Uteis para melhorar os resultados da extracao.

Sera muito importante caracterizar o perfil fenélico das amostras obtidas e tentar

relaciona-lo com as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias.

O estudo de outras propriedades funcionais que sao relatadas (pré-bidtica,
anticancerigena, etc) e a sua correlacdo com a presenca de diversos compostos bioativos
presentes no bagaco de azeitona, sera do maior interesse para se poder selecionar extratos

em funcéo da sua composicéao e utilizacéo.

O desenvolvimento de novos produtos, de elevado valor acrescentado, a partir do
bagaco de azeitona, deve ser explorado como fonte de compostos bioativos a serem utilizados
na industria alimentar (producdo de alimentos funcionais), nutracéutica, cosmética e/ou

farmacéutica.
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Anexos

Figura 17- Controlos dos extratos e solvente

etanol (Atividade antimicrobiana)
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