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Resumo

O licopeno é um carotenoide responsavel pela tonalidade vermelha do tomate, fruto bastante
presente na dieta mediterranica. O consumo de licopeno tem sido recomendado, pelos seus efeitos
nutracéuticos, que incluem a sua capacidade de combater o “stress” oxidativo e de reduzir o risco de
alguns cancros e doengas coronarias.

O azeite é o produto de exceléncia da dieta mediterranica. Esta gordura vegetal apresenta teores
elevados de acidos gordos monoinsaturados e polifenéis, sendo também considerado um poderoso

antioxidante.

Este trabalho teve como objetivo extrair licopeno a partir de tomate e de bagaco de tomate, testando
diversas metodologias (tradicionais e ndo tradicionais), privilegiando a utilizacdo de solventes pouco
prejudiciais para o ambiente e para o Homem. Os extratos foram posteriormente incorporados em

azeite virgem, fortificando-o.

A extracdo de carotenoides a refluxo (aquecimento da matriz com solvente), ap6s reducdo do teor
de agua do bagaco de tomate por dispersdo em acetona numa razéo de 1:1, revelou-se, de entre as
metodologias testadas, a mais eficaz. Considerou-se a acetona como o melhor solvente de extragéo,
uma vez que o rendimento de extragcéo obtido com este solvente (0,7 g/100 g de tomate) foi superior
ao obtido com acetato de etilo (0,07 g/100 g de tomate).

No caso das metodologias tradicionais testadas, foi extracdo Soxhlet que apresentou melhores
resultados. De um modo geral, métodos de extracéo de licopeno a quente mostraram-se mais eficientes

do que os métodos de extragdo a frio.

Os extratos e os azeites, fortificado e néo fortificado, foram avaliados quanto ao seu teor de
compostos fendlicos totais através da reacéo de Folin-Ciocalteu, quanto ao seu poder antioxidante de
reducdo férrica, FRAP, e quanto a capacidade de sequestracdo do radical DPPH. Nos testes de Folin-
Ciocalteu e FRAP o azeite fortificado apresentou valores superiores ao azeite sem fortificacéo, apesar

de o mesmo néo se ter verificado no teste de sequestracdo do radical DPPH.

Os subprodutos principais da extragéo do licopeno a partir de bagaco de tomate s&o fibra de tomate
(2-3 g/100g de tomate) e uma solucdo aquosa rica em nutrientes (20 — 30 mL/100 g de tomate), ambos
produtos com um potencial de valorizacao alimentar. A solucdo aquosa apresentou um teor razoavel
de fésforo total (136,49 mg/L) e de acucares (5,32 g/100 cm?), sugerindo a sua utilizagdo potencial

como substrato de processos fermentativos.

Palavras-chave: Licopeno; Azeite; Fortificacdo; Extracdo com solvente; Atividade Antioxidante.
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Abstract

Lycopene is a carotenoid responsible for the red color of tomato, a fruit that is very present in the
Mediterranean diet. The consumption of lycopene has been recommended for its nutraceutical effects,
which include its ability to combat oxidative stress and reduce the risk of some cancers and coronary
diseases.

Olive oil is the product of excellence in the Mediterranean diet. This vegetable fat has high levels of

monounsaturated fatty acids and polyphenols, and is also considered a powerful antioxidant.

This work aimed to extract lycopene from tomato and tomato bagasse, testing different
methodologies (traditional and non-traditional), favoring the use of solvents that are not harmful to the

environment and to humans. The extracts were later incorporated in virgin olive oil, fortifying it.

The extraction of carotenoids at reflux (heating of the matrix with solvent), after reduction of the water
content of the tomato bagasse by dispersion in acetone in a ratio of 1: 1, proved to be the most effective
among the tested methodologies. Acetone was considered the best extraction solvent, since the
extraction yield obtained with this solvent (0.7 g / 100 g of tomato) was higher than that obtained with
ethyl acetate (0.07 g / 100 g of tomato).

In the case of the traditional methodologies tested, it was Soxhlet extraction that presented better
results. In general, hot lycopene extraction methods proved to be more efficient than cold extraction
methods.

The lycopene extracts and the fortified and non-fortified olive oil, were evaluated for their total
phenolic compounds content through the Folin-Ciocalteu reaction, in terms of their antioxidant ferric
reducing power, FRAP, and the sequestering capacity of the DPPH radical. In the tests of Folin-
Ciocalteu and FRAP, the fortified olive oil presented higher values than the same oil without fortification,

although this was not verified in the DPPH radical sequestration test.

The main by-products of extracting lycopene from tomato bagasse are tomato fiber (2-3 g / 100g
tomato) and a nutrient-rich aqueous solution (20-30 mL / 100 g tomato), both products with a potential
of food valorization. The nutrient-rich aqueous solution had a reasonable content of total phosphorus
(136.49 mg/L) and sugars (5.32 g/ 100 cm3), suggesting its potential use as a substrate of fermentative
processes.

Keywords: Lycopene; Olive oil; Fortification; Solvent extraction; Antioxidant capacity
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1 Azeite: composicao geral e processo de producao

O azeite é o 6leo obtido exclusivamente a partir do fruto da oliveira (Olea europaea L.), que néo
tenha sofrido outros tratamentos além da lavagem, decantagéo, centrifugacao e filtragdo, com exclusao
dos 6leos obtidos com recurso a solventes ou por processos de reesterificacdo, bem como de qualquer
mistura com 6leos de outra natureza (Regulamento (CE) n°1989/2003 do Conselho de 6 de novembro
de 2003; WCOI, 2015).

O azeite € constituido principalmente por triglicéridos e secundariamente por acidos gordos livres e
alguns constituintes néo glicéridos (0,5-1,5%) (Simopoulos et al., 2000). O azeite extra virgem tem uma
acidez maxima permitida, em termos de acido oleico, de 0,89/100g. Noutros tipos de azeite (azeite
virgem, azeite lampante, azeite refinado e azeite), a acidez livre pode variar entre 0,3g/100g e 19/100g
(tabela 1.1). Para além das carateristicas previstas para cada categoria, a acidez livre expressa em
acido oleico representa o principal fator diferenciador das varias categorias de azeite (Regulamento
(CE) n°1989/2003 do Conselho de 6 de novembro de 2003).

Tabela 1.1 - Valores de maximos permitidos de acidez livre, expressa em acido oleico, para cada tipo
de azeite (Adaptado de Regulamento (CE) n°1989/2003 de 6 de novembro de 2003).

Designacéao Acidez Livre (expressa em acido oleico)
Azeite virgem extra <0,8g9/100g
Azeite Virgem Azeite virgem < 29/100g
Azeite lampante > 2g/100g*
Azeite Refinado <0,39/100g
Azeite — composto por azeite refinado e azeite
_ <1g/100g
virgem
Oleo de Bagaco de Azeitona Bruto **
Oleo de Bagaco de Azeitona Refinado < 0,3g9/100g
Oleo de Bagaco de Azeitona <1g/100g

*e/ou estando as outras carateristicas conformes as previstas para esta categoria.

** Oleo obtido de bagaco de azeitona por tratamento com solventes ou por processos fisicos, ou 6leo
correspondente, com excecao de certas caracteristicas especificas, a um azeite lampante, com excluséo dos 6leos

obtidos por processos de reesterificagdo e qualquer mistura com 6leos de outra natureza.

Os principais constituintes do azeite podem dividir-se em duas fra¢des: a fracdo saponificavel
(maioritéria) e fracdo insaponificavel (minoritaria). A fracdo saponificavel representa 98%-99% da
composicao total do azeite e a fracado insaponificavel representa apenas 1%-2%, embora a sua
contribuicdo seja extremamente importante do ponto de vista biolégico. A fragdo saponificavel é

constituida principalmente por triglicéridos e, em menores quantidades por acidos gordos livres e outros
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compostos gliceridicos. A fracdo insaponificavel engloba compostos fenolicos (polifendis e tocoferéis),
esqualeno, esterdis, pigmentos (clorofilas e carotenoides) e metais (Gomez-Gonzalez et al., 2011;
Velasco & Dobarganes, 2002; Boskou, 2006; El Riachy et al., 2011) .

Existem diferentes cultivares de Olea europaea, cada um com carateristicas fisicas e bioquimicas
especificas, fornecendo azeite com composices tipicas. Para além disso, durante o amadurecimento
da azeitona ocorrem processo metabdlicos que irdo traduzir-se em variacdes no perfil de alguns
componentes, como polifendis, tocoferois, pigmentos, bem como acidos gordos e esterbis (Matos et
al., 2007). A concentracao dos diferentes componentes do azeite é influenciada fortemente pelo cultivar,
tipo de solo, clima, irrigagédo do terreno, grau de maturagao da azeitona e processo de extracao (Garcia-
Gonzalez et al., 2008; Morell6 et al,. 2004).

A fragdo lipidica representa cerca de 99,9% da composicao total do azeite. Os acidos gordos,
constituintes dos triglicéridos, mais abundantes no azeite sdo os monoinsaturados (MUFA), precedidos
dos é&cidos gordos saturados (SFA) e dos acidos gordos polinsaturados (PUFA) (tabela 1.2) (INSA,
2015). As carateristicas e o valor nutricional do azeite séo fortemente influenciadas pelas diferentes

proporcdes de acidos gordos presentes (Mailer, 2006).

A composicao do azeite em acidos gordos pode variar de acordo com a zona de produc¢éo (Diraman
& Dibeklioglu, 2014), latitude, clima, variedade e estadgio de maturacédo da fruta (Gomez-Gonzalez et
al., 2011; Boskou, 2006). Os cultivares de azeitona de maior importancia utilizadas em Portugal sé&o a

Galega, a Carrasquenha, a Cordovil, a Cobrancosa e a Verdeal (Casa do Azeite, 2016).

A vitamina E presente no azeite é composta maioritariamente por tocoferol, sendo o a-tocoferol
(tabela 1.2) o constituinte que detém a maior fracdo. Os niveis desta vitamina no azeite podem variar

de acordo o cultivar e com fatores tecnolégicos (Boskou et al., 2006; Servili et al., 2009).

Tabela 1.2 - Principais constituintes do azeite (macronutrientes, 4cidos gordos e vitaminas) e respetivas
quantidades presentes no alimento, por fracdo edivel (Adaptado da Tabela de Composicdo de
Alimentos do INSA 2015).

Composicdo do azeite Por 100g

_ Gordura total () 99,9
Macronutrientes Proteina (g) 01
Acidos gordos saturados (g) 14.4

Acidos gordos monoinsaturados (g) 28.6

Acidos gordos Acidos gordos polinsaturados (g) 6.9
Acido linoleico (g) 6,2

Vitaminas a-tocoferol (mg) 14

Por forma a garantir a qualidade do produto, o Codex Alimentarius, na sua edigdo mais recente e o

COl estabeleceram limites (tabela 1.3) para a composi¢cédo do azeite em acidos gordos.
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Tabela 1.3 - Composicdo (limites) em acidos gordos do azeite virgem, determinados através de
cromatografia gasosa (% total de &acidos gordos) (COI, 2003 in Boskou,2006; Codex Alimentarius,
2013).

Acido Gordo Codex (2013) I0O0C (2003)
C 12:0 Laurico N&o especificado N&o especificado
C 14:0 Mistirico 0,0-0,05 <0,05
C 16:0 Palmitico 7,5-20,0 7,5-20,0
C1l6:1 Palmitoleico 0,3-3,5 0,3-3,5
C17:0 Heptadecanoico 0,0-0,3 <0,3
cir:1 Heptadecenodico 0,0-0,3 <0,3
C 18:0 Estearico 0,5-5,0 0,5-5,0
c1s8:1 Oleico 55,0-83,0 55,0-83,0
C 18:2 Linoleico 3,5-21,0 3,5-21,0
c 18:3 Linolénico * <1,0
C 20:0 Araquidico 0,0-0,6 <0,6
C 20:1 Eicosandico 0,0-0,4 <0,4
C 22:0 Beénico 0,0-0,2 <0,2
C22:1 Erucico N&o especificado N&o especificado
C 24:0 Lignocérico 0,0-0,2 <0,2

* Dependente dos resultados do Conselho Oleicola Internacional, os limites internacionais podem permanecer
inalterados.

A fracdo lipidica do azeite apresenta elevada concentragdo de MUFAs, nomeadamente, acido oleico
(tabela 1.3). Encontram-se presentes no azeite, em quantidades relevantes outros acidos gordos, como
0 &cido palmitico, um SFA e o &cido linoleico, um PUFA (Kiritsakis & Christie, 2000). Os MUFAs sao
extremamente importantes devido ao elevado valor nutricional e contribuicdo para a estabilidade
oxidativa do azeite. Uma maior percentagem de MUFAs em detrimento de PUFASs, faz diminuir o risco
de arteriosclerose (Moreno & Mitjavila 2003; El Riachyet al. 2011). Contudo, Mailer (2006) refere que

os PUFAs também merecem destaque pois apresentam inimeros beneficios para a saude.

A azeitona é considerada uma fruta “amiga do ambiente”, pois ndo sdo necessarias doses elevadas
de produtos quimicos para promover o seu crescimento e é requerida pouca energia para 0 seu
processamento. Seria entdo expectavel, que a producdo de azeite também fosse ambientalmente
sustentavel. Contudo, a geracdo de elevadas quantidades de residuos altamente poluentes durante o
processo produtivo é inevitavel. Atualmente, o setor oleicola exige melhorias ambientais e no perfil de

qualidade em toda a cadeia de producéo (Azbar et al., 2004).



Capitulo 1 — Introdugéo Inés A. Inécio, 2016

1.2 Sistemas de extracdo de azeite

A primeira producdo de azeite remonta a época da Pré-historia, tendo sido produzido com
instrumentos rudimentares da época (Rosén & Sanchez, 2010). Ao longo dos séculos desenvolveram-
se melhorias nos processos e equipamentos para extracdo de azeite, impulsionadas pelo
desenvolvimento tecnolégico (Garcia-Gonzélez et al., 2008). Atualmente, os lagares podem ser do tipo

descontinuo ou de prensas; continuo de 3 fases ou continuo de 2 fases (ecolégico).

Embora o processo de extracdo de azeite seja aparentemente simples, sao necessarios cuidados
especificos em todas as etapas (Lozano, 1996). O principal objetivo de qualquer método é extrair a
maior quantidade de azeite possivel sem alterar a qualidade original. Para que a qualidade se mantenha
€ importante a exclusiva utilizacdo de processos mecéanicos, que evitam reacfes quimicas e

enzimaticas (Petrakis, 2006).

As etapas iniciais do processo de obtenc&o de azeite sdo comuns a todos os tipos de lagar: limpeza
e lavagem, moenda e termobatedura (figura 1.1).

Limpeza e lavagem

Separagio Sdlido-

Liquido

(Separacdo
Sélido-56lido) |
fzuz [282C - 302C)
Bagaco Mosto Oleoso Aguz | |

{Azeite + Aguz)
Agua Ruga Maosto Oleoso Bagzago Mosto Oleoso Bagaco

(Azeite + Agua)

(Azeite + Agus) (60% humidads)
Decantagio
[Separagio
Liquida-Liguida) Centrifugacio Centrifugagio
[Vertical) [Vertical)
| .ﬁgua Ruga | | Azeite |
| Agua Ruca | | Azeite | | Agua Ruca | | Azeite |

Figura 1.1- Esquema do processo de obtencdo de azeite: através do sistema tradicional (a), sistema
de 3 fases (b) e sistema de 2 fases (c) (Adaptado de Petrakis 2006; Clodoveo et al. 2014; Lozano 1996).

A fase que antecede a producédo do azeite, a colheita da azeitona, acontece ainda fora do lagar.
Esta € uma operagdo importante que contribui significativamente para a qualidade do azeite virgem,
uma vez que a qualidade sensorial depende, entre outras, variaveis do grau de maturacdo e das

condigdes sanitarias da azeitona (Harwood & Aparicio, 2000).
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A colheita da azeitona pode realizar-se a méao ou com recurso a varas (figura 1.2), em que os frutos
caiem sobre panos colocados estrategicamente junto das arvores; ou com recurso a equipamento
mecéanico, mais moderno, que executa a colheita através da vibragdo da arvore. Neste Ultimo, o
equipamento é adaptavel as carateristicas da arvore e do terreno (Probeira, n.d; Mirandela n.d.) O tipo
de método usado para colheita da azeitona depende, entre outras variaveis, das técnicas culturais

utilizadas, tamanho das arvores e do terreno (Petrakis, 2006).

Figura 1.2 - Colheita de azeitona realizada com recurso a varas e colheita de azeitona realizada
mecanicamente (da esquerda para a direita) (Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2011; Vidal & Vidal, 2011).

Apos a colheita, a azeitona é transportada para o lagar. O transporte deve ser realizado com recurso
a equipamentos que permitam a circulacdo de ar, por forma a evitar um aumento prejudicial da
temperatura e fermentacdes indesejadas nas camadas inferiores de azeitona (Garcia-Gonzalez &
Aparicio, 2011; Probeira, n.d.).

Com a entrada da azeitona no lagar iniciam-se as operacdes preliminares, que compreendem a
amostragem, limpeza, lavagem, pesagem e armazenamento (se necessario) da matéria-prima. As
carateristicas das azeitonas quando chegam ao lagar ndo s&o uniformes: podem ser provenientes de
diferentes cultivares, apresentar estados de maturacdo distintos e, por vezes encontram-se em
diferentes condic¢des sanitérias (agentes patogénicos). Por isso, € necessario proceder a amostragem
do fruto e posterior classificagdo em lotes de acordo com parametros de qualidade pré-estabelecidos.

A classificacdo do fruto em categorias permite que seja laborado de acordo com a sua qualidade.

As operacdes de limpeza e lavagem da azeitona (figura 1.3) consistem na remocao de folhas, ramos
e impurezas, que podem advir da colheita. Para isso, as azeitonas passam sobre uma peneira vibratéria
com um ventilador que remove folhas, ramos e impurezas. Retiradas as folhas ¢é altura da lavagem da
azeitona, a qual é feita através de uma corrente de agua; é injetado um fluxo de ar para gerar agitacéo

e assim melhorar a eficiéncia da lavagem.
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Figura 1.3 - Limpeza (figura da esquerda) e lavagem (figura da direita) da azeitona (Olives 2000, 2016).

Contudo, a humidade elevada pode provocar a diminuicdo da eficiéncia da extragcdo porque ha
formacgdo de emulsdes agua/dleo. As operagles referidas sdo extremamente importantes, porque
quaisquer folhas ou detritos podem néo sé danificar o esquipamento mecanico, como também causar
alterag@es nos atributos sensoriais (off-flavours) do azeite extraido (Rosén & Sanchez, 2010; Petrakis,
2006; Civantos, 1999 in Vossen, 2007; Hermoso Fernandéz, 1998 in Vossen, 2007; Garcia-Gonzalez
& Aparicio, 2011; Prolagar, 2011).

Numa fase inicial do processo, chamada moenda da azeitona, o fruto € esmagado e reduzido a uma
pasta. Esta operacdo tem como finalidade quebrar as células da azeitona permitindo a libertacdo das
gotas de azeite que se encontram na membrana. Atualmente, a moenda da azeitona é efetuada
principalmente por moinhos de martelos metalicos mas, sao ainda utilizados (em menores propor¢des)

moinhos antigos de pedra com mads ou galgas (Vossen 2007; Probeira, n.d).

A pasta resultante da moenda da azeitona passa para termobatedeiras onde sera batida lenta e
continuamente, a temperatura controlada. A termobatedura permite reverter as emulsbes de
agua/azeite formadas durante a moenda. Este processo favorece o aumento do tamanho das goticulas
de azeite, bem como da porc¢éo de azeite livre (Clodoveo et al., 2014; Petrakis, 2006). A agregacao das

goticulas de azeite permite que o azeite se separe mais facilimente do bagago e da 4gua ruca.

O processo de separagéo da fase sélida da fase liquida pode ser realizado por meio de prensagem
- sistemas descontinuos ou tradicionais - ou centrifugacéo - sistemas continuos, ambos com geracao
de subprodutos. Os subprodutos provenientes da atividade oleica séo bagaco de azeitona (residuo
sélido) e aguas rucas (residuo liquido). Sdo ambos residuos de cor escura e contém elevada carga
organica e sao composto por substancias por substancias complexas de dificil degradacéo (Azbar et
al., 2004).

1.2.1 Sistema de extracdo descontinuo ou tradicional: por pressao

O sistema de extragéo por presséo é considerado o processo de obtencao de azeite mais antigo. A

pasta de azeitona resultante da termobatedura é colocada em discos de material filtrante (capachos),
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que sao empilhados e, em seguida, colocados na prensa (Lozano, 1996; Ben-Hassine et al., 2013).
Quando sujeita a presséo, a fase liquida é obrigada a drenar através dos capachos, separando-se da
fase solida. A pressao aplicada nos discos leva a compactacao da fase solida permitindo a percolacéo
das fases liquidas (azeite e agua). Finalmente, separacéao liquido-liquido (azeite - agua ruca) faz-se
através de decantacdo ou centrifugacéo vertical, ou através da combinacdo de ambos os sistemas
(Petrakis, 2006; Demicheli & Bontoux, 1996; Olive Oil Emporium, n.d.).

O método de extracdo tradicional ndo prevé a adicdo de agua, contudo esta pode ser adicionada
em pequenas quantidades durante a moenda ou batedura quando a azeitona é dificil de processar; ou
guando o azeite ndo se separa facilmente das outras fases; ou ap6s a prensagem para lavagem da
pilha dos capachos. Desta forma, a 4gua é também transferida para o mosto oleoso (Petrakis, 2006; Di
Giovacchino et al., 1994).

O sistema de obtencao de azeite por prensagem garante um azeite de qualidade superior, uma vez
que o tempo de batedura € reduzido e a temperatura é baixa durante todo o processo. Para garantir
um elevado nivel de qualidade, os discos (capachos) devam ser devidamente higienizados apds cada
extracdo, caso contrario irdo desenvolver-se fermentacdes e flavours indesejados (defeitos), que irdo
contaminar o azeite. Atualmente os capachos séo feitos de fibras sintéticas porque este material
permite uma higieniza¢do e manutenc¢éo mais faceis, ao contrario de outros materiais (Ben-Hassine et
al., 2013; Petrakis, 2006; Olive Oil Emporium, n.d;)

1.2.2 Sistema de extracdo de trés fases

Apés a termobatedura, a pasta resultante é introduzida num decantador horizontal para possibilitar
a separacao dos diversos constituintes da pasta. O sistema de extracao se de” trés fases”, tal como a
denominacdo indica, obtém-se trés fluxos de matéria: bagaco de azeitona (residuos de caroco e polpa),
mistura de agua de vegetacdo com agua adicionada (agua ruca) e mosto oleoso (azeite e agua)
(Petrakis, 2006). A utilizag&o deste tipo de sistema permite a extracdo do azeite de forma continua, ao
contrario do sistema descrito anteriormente (prensas) (Di Giovacchino, 2000 citado in Harwood &
Aparicio, 2000).

Os decanters s&o constituidos por um tambor cilindrico com laminas helicoidais que giram a elevada
velocidade (3500-3600 rpm). A centrifugagdo baseia-se na foga centrifuga aplicada na pasta de
azeitona diluida em agua morna. A diluicdo permite aumentar a diferenca entre 0s pesos especificos
(solidos > agua ruca > azeite) dos liquidos imisciveis (azeite e 4gua) e a matéria sélida, e a sua
separacao por acdo da gravidade. A quantidade de dgua adicionada deve ser ajustada as carateristicas
reoldgicas da azeitona e a cultivar, uma vez que o excesso ou falta levam a diminui¢cdo do rendimento
de extracdo do azeite. De acordo com Lozano (1996), a propor¢cdo de pasta de azeitona/agua que
permite uma melhor extracédo deve ser 1:0,6 — 1:1 (Petrakis, 2006; Di Giovacchino et al., 2002; Lozano,
1996; Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2011; Ben-Hassine et al., 2013)
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O mosto oleoso obtido na etapa anterior passa por uma ultima fase, a clarificagdo, que ocorre numa
centrifuga vertical, a qual separa o azeite de alguma &gua e residuos remanescentes (Garcia-Gonzalez
& Aparicio, 2011; Clodoveo & Hbaieb, 2013).

As principais desvantagens desse método incluem a producdo de quantidades elevadas de agua
ruca, aproximadamente 60-80L para 100kg (Di Giovacchino et al., 1994) de azeitona, quantidade
superior a produzida nos lagares tradicionais (prensas); perda de componentes antioxidantes naturais
para a fase aquosa e, consequentemente dificuldade de deposicdo de aguas rucas, que tém um
impacto ambiental negativo devido a elevada resisténcia a biodegradacéo. A adicdo de agua a pasta
de azeitona altera o equilibrio de particdo entre as fases liquidas (dgua e azeite) e causa a diminuicéo
da concentracdo de compostos fendlicos, através da sua diluicdo na fase aquosa (Di Giovacchino, 2000
citado in Harwood & Aparicio, 2000).

Para reduzir a quantidade de &guas residuais provenientes da atividade oleica sugere-se a
reciclagem da &gua ruca, diminuindo a quantidade agua adicionada durante o processo (Amirante et
al.,1992 in Harwood & Aparicio, 2000; Garcia-Gonzéalez & Aparicio, 2011).

1.2.3 Sistema de extracdo de duas fases

Os sistemas de extragdo de trés fases foram introduzidos no mercado no inicio de 1990. Este é,
aparentemente, aquele que apresenta mais vantagens, contudo a desvantagens referidas acima sao
consideradas importantes (reducéo de contetido antioxidante do azeite e elevado volume de 4gua rucga)
(Vossen, 2007; Di Giovacchino, 2000). Por isso, foi desenvolvido um sistema de duas fases, também

denominado de lagar ecolégico (Demicheli & Bontoux, 1996).

Tal como no sistema de trés fases, no de duas fases também séo utilizadas centrifugas que giram
sobre um eixo horizontal. Mas neste caso, 0 equipamento separa o0 azeite do bagac¢o e da 4gua ruca,
que saem juntos. E em tudo semelhante ao sistema de extra¢do de trés fases, com rendimentos de
producdo semelhantes, mas o azeite produzido tem uma qualidade superior em termos de teor de
polifendis e difendis, com capacidade de manutencao destes niveis (Petrakis, 2006).

O sistema de duas fases ndo prevé a adicdo de agua a pasta de azeitona, contudo se esta se
apresentar demasiado seca podem ser adicionados 5-10L de agua por 100kg de azeitona. O bagaco
obtido tem 60-70% de humidade, o que permite a retencdo de compostos fendlicos no azeite (pouca

diluico da pasta) (Di Giovacchino, 2000)

A tecnologia utilizada no sistema de duas fases tem especial relevancia porque a quantidade de
efluente liquido gerada é muito reduzida. A principal desvantagem deste sistema € a producao de um
efluente solido (bagaco) com elevada humidade e de dificil deposicéo. O residuo sélido apresenta
elevada concentragdo de agUcares, pectinas, resina, sal, bem como acidos, polifendis e i6es metdlicos
pesados, que representam compostos potencialmente relevantes para recuperacao posterior (Petrakis,
2006; Demicheli & Bontoux, 1996).
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As principais diferencas nos sistemas de extracdo centram-se na forga fisica aplicada e na

guantidade de agua requerida (Diraman & Dibeklioglu, 2014).

1.3 Estatisticas de producao de azeite na Europa e no Mundo

A figura 1.4 mostra a evolucéo da producéo de azeite a nivel mundial, entre 2000 e 2015, sendo os

dados da campanha oleicola 2014/2015 provisérios.

Producdo Mundial de Azeite (2000-2015)
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Figura 1.4 - Evolugéo da producdo mundial de azeite entre 2000 e 2015 (*dados provisérios) (Adaptado
de COI, 2015 @),

A producdo mundial de azeite tem-se mantido entre 2 401 500 toneladas e 3 321 000 toneladas,
entre 2000 e 2015, com algumas oscilagbes. A campanha oleicola 2011/2012 registou a maior
producéo de azeite até ao momento, com 3.321.000 toneladas produzidas. Nas campanhas 2012/2013

e 2014/2015 registou-se a menor produgdo de azeite desde o inicio do século (figura 1.4).

As oscilacdes observadas durante os varios anos sdo, maioritariamente, devidas a fatores
ambientais. Os olivais de cultivo intensivo e superintensivo dispdem de sistemas de rega que permitem
superar a falta de precipitacdo e aumentar ou manter uma boa producdo de azeitona para azeite, ao

contrario dos olivais tradicionais ou de sequeiro (INE, 2016).

A figura 1.5 mostra a evolucao da producao de azeite na Europa, entre 2000 e 2015, sendo os dados

relativos & campanha oleicola 2014/2015 provisdrios.
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Producéo de Azeite na Europa (2000-2015)
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Figura 1.5 - Evolu¢éo da producdo de azeite na Europa entre 2000 e 2015 (*dados provisorios)
(Adaptado de COI, 2015 ©),

A par do que se verificou para a produgdo mundial de azeite, a producdo de azeite na Europa
igualmente oscilacdes ao longo do tempo de producéo. As oscilagbes mais relevantes registaram-se
nas campanhas de 2011/2012 e 2014/2015, em que de forma bianual ocorreu um aumento ou queda
na producdo de forma mais acentuada do que nas restantes campanhas. (figura 1.5). Na campanha
2014/2015 os paises europeus alcangaram uma producdo total 1.433.500 toneladas de azeite, 0 que

representa um decréscimo de aproximadamente 42% relativamente a campanha anterior.

Os paises membros do COI alcancaram uma producéo total de 2.320.000, das quais 0s paises
produtores europeus totalizam 1.532.000 t, decrescendo no seu todo 38% face a campanha anterior.
As condi¢des meteoroldgicas adversas provocaram uma diminuicdo da producdo em alguns paises

produtores.

A figura 1.6 mostra os principais paises produtores de azeite e respetivas propor¢oes.

10



Capitulo 1 — Introdugéo Inés A. Inécio, 2016

Principais Paises Produtores de Azeite
Tunisia
Siria 6%
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= Espanha = Itdlia = Grécia Siria = Tunisia

Figura 1.6 - Principais paises produtores mundiais de azeite, entre 2000 e 2013 (Adaptado de
FAOSTAT, 2015).

A figura 1.6 revela que a Espanha € o principal produtor de azeite, com 49% da produ¢édo mundial,
seguido da Italia e Grécia com 24% e 14%, respetivamente. A Siria e a Tunisia detém a menor parte

da fatia.

Trés quartos da producdo mundial de azeite € proveniente de paises localizados na regido
Mediterranica, como Espanha, Italia, Grécia, Tunisia, Turquia, Siria, Marrocos e Portugal. As oliveiras
crescem a latitudes entre 30° e 45° dos hemisférios Norte e Sul (Azbar et al., 2004). O INE prevé, para

Portugal, um aumento de 75% na produc¢édo de azeite, face a campanha 2014/2015 (INE, 2016).

1.4 Legislacdo relativa a producéo de azeite

1.4.1 Decreto-Lei n° 76/2010, de 24 de junho de 2010.

O Decreto-Lei n° 76/2010 “estabelece as regras de execugédo, a nivel nacional, do Regulamento
(CE) n° 1019/2002, da Comisséo, de 13 de junho relativo as normas de comercializagao do azeite (...)
e estabelece as condi¢bes a observar na obtencéo, tratamento e comercializagdo do azeite e do 6leo

de bagacgo de azeitona”.

De acordo com a presente legislacéo, o azeite possui qualidades organoléticas e nutricionais Unicas,
advindo dai a necessidade de estabelecer critérios objetivos para a sua comercializa¢éo, destinados a

defender a sua autenticidade, seguranca alimentar a o préprio consumidor.
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Na extracéo e duracdo do azeite apenas sdo admitidas as seguintes operac¢des: lavagem e moenda
da azeitona, batedura e aquecimento da massa, extracao realizada apenas por processos fisicos de
acdo mecanica e de tensédo superficial e depuracdo mediante operacdes de decantacéo, lavagem,
filtracdo e centrifugacdo. Para a obtencdo azeite refinado ou de azeite lampante as operacdes

permitidas diferem em varios aspetos das permitidas para o azeite.

1.4.2 Regulamento de Execucao (EU) n® 1348/2013, da Comissdo de 16 de dezembro de
2013

Regulamento de Execucdo (EU) n° 1348/2013, que altera o Regulamento (CEE) n° 2568/91 é
relativo as carateristicas dos azeites e dos 6leos de bagaco de azeitona, bem como aos métodos de

analise relacionados.

O Regulamento (CEE) n° 2568/91 define as caracteristicas quimicas e organoléticas dos azeites e
dos 6leos de bagaco de azeitona e descreve os métodos a utilizar para as determinar. Esses métodos,
assim como os valores-limite relativos as caracteristicas dos azeites e dos 6leos de bagaco de azeitona,
devem ser atualizados com base no parecer dos peritos quimicos e em consonancia com o trabalho
realizado no Conselho Oleicola Internacional (COIl). Desta forma, devem ser adaptados os valores-
limite para os estigmastadienos, as ceras, o acido miristico e os ésteres alquilicos de acidos gordos e
alterados os esquemas de decisdo utilizados para verificar se as amostras de azeites ou de 6leos de
bagaco de azeitona correspondem a categoria declarada. Por forma a garantir a autenticidade dos
azeites e a proteger o interesse dos consumidores, é necessario introduzir um esquema de decisao
com pardmetros mais restritivos para o campesterol e o delta-7-estigmastenol. O método de anélise
relativo a composicdo e ao teor de esteréis e para determinag¢éo do eritrodiol e do uvadiol deve ser
substituido por um método mais fidvel, bem como a reformulacéo da avaliagdo organolética dos azeites

e dos 6leos de bagaco de azeitona (Regulamento de Execugédo (EU) n® 1348/2013).

1.4.3 Regulamento (UE) n°® 652/2014 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 15 de maio
de 2014

Regulamento (UE) n°® 652/2014 “estabelece disposi¢cbes para a gestdo das despesas relacionadas
com a cadeia alimentar, a saude e o bem-estar animal, a fitossanidade e o material de reproducao
vegetal”. A presente legislagdo “determina requisitos em matéria de alimentos e de seguranca dos
alimentos, (...) incluindo regras destinadas a garantir praticas leais no comércio e a prestagdo de
informagdes aos consumidores”. Estabelece ainda requisitos relacionados com “material de reprodugao
vegetal, protecdo de variedades vegetais, organismos geneticamente modificados, colocacdo no

mercado, utilizagdo de produtos fitofarmacéuticos e utilizagao sustentavel de pesticidas”.
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1.4.4 Regulamento (CE) n°® 510/2006, de 20 de marco de 2006

Regulamento (CE) n° 510/2006 do Conselho “estabelece as regras relativas a protecao das
denominacbes de origem e das indicacdes geograficas dos produtos agricolas destinados a

” o«

alimentagédo humana”. “O presente documento considera que a producéo, o fabrico e a distribuicao de
produtos agricolas e de géneros alimenticios ocupam um lugar importante na economia da

Comunidade”
O Regulamento (CE) n° 510/2006 estabelece as seguintes definicdes:

«Denominagdo de origem» refere-se ao nome de uma regido, de um local determinado ou, em
casos excecionais, de um pais, que serve para designar um produto agricola ou um género alimenticio:
originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais, cuja qualidade ou caracteristicas se
devem essencial ou exclusivamente a um meio geografico especifico, incluindo os fatores naturais e

humanos e cuja produgéo, transformacgéo e elaboracdo ocorrem na area geogréfica delimitada;

«Indicagéo geogréafica» refere-se ao nome de uma regido, de um local determinado ou, em casos
excecionais, de um pais, que serve para designar um produto agricola ou um género alimenticio:
originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais, e que possui determinada qualidade,
reputacdo ou outras caracteristicas que podem ser atribuidas a essa origem geogréfica, e cuja

producéo e/ou transformacao e/ou elaboracdo ocorrem na &rea geogréafica delimitada.

1.4.5 Decreto-Lei n® 113/2006, de 13 de junho de 2006

Decreto-Lei n°® 113/2006 “visa assegurar a execugdo e garantir o cumprimento, no ordenamento
juridico nacional, das obrigacdes decorrentes dos Regulamentos (CE) n°® 852/2004 e 853/2004, do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de abril, relativos a higiene dos géneros alimenticios e as

regras especificas de higiene aplichveis aos géneros alimenticios de origem animal, respetivamente

(.Y

1.4.6 Decreto-Lei n° 560/99, de 18 de dezembro de 1999

Decreto-Lei n°® 560/99 “estabelece as regras a que deve obedecer a rotulagem, apresentagéo e
publicidade dos géneros alimenticios, sejam ou ndo pré-embalados, a partir do momento em que se
encontram no estado em que véao ser fornecidos ao consumidor final, bem como as relativas a indicacéo
do lote”

“Na rotulagem dos géneros alimenticios deverdo ainda observar-se, quando for o caso, as regras
especiais relativas aos géneros alimenticios com denominacdes de origem e indicacBes geogréficas

protegidas e agro-bioldgicos”.
O presente Decreto-Lei prevé as seguintes menc¢des obrigatdrias:

e A denominacao de venda;

13



Capitulo 1 — Introdugéo Inés A. Inécio, 2016

e A quantidade liquida;

e A data de durabilidade minima ou a data limite de consumo;

e Areferéncia ao teor alcoométrico adquirido, para as bebidas com um teor alcoométrico superior
al,2 % vol.

1.5 Propriedades nutricionais e nutracéuticas do azeite

As peculiares propriedades bioquimicas, biolégicas e nutricionais do azeite permitem a sua
aplicacdo em nutricao clinica (Mangas-Cruz et al., 2004). O consumo de azeite tem aumentado em
todo mundo devido as suas excelentes propriedades nutricionais e organoléticas (El Riachy et al.,
2011). As principais razdes para o crescimento do mercado dos alimentos funcionais prendem-se com
a populacdo atual e com as tendéncias de mercado. A palavra nutracéutica é a fusdo das palavras
“nutricdo” e “farmacéutico” e é definida como qualquer substancia que pode ser considerada como
alimento ou como parte de um alimento, que proporciona beneficios médicos ou de salde, incluindo
prevencao e tratamento de doencas (Santini et al., 2017)

A composi¢do quimica do azeite virgem extra contribui para satisfazer as necessidades diarias de
acidos gordos essenciais e de antioxidantes, especialmente em situagdes de caréncia de vitamina E
(Mangas-Cruz et al., 2004) devido ao elevador teor em a-tocoferol. Tém, também, sido atribuidas outras
propriedades nutricionais benéficas a ingestdo azeite, como baixos niveis de pressdo sanguinea, baixa
incidéncia de doencas cardiovasculares e cancro (Frankel, 2011; Storniolo et al., 2014). As
propriedades saudaveis do azeite sdo atribuidas a elevada quantidade de &cidos gordos
monoinsaturados, sob a forma de acido oleico (18:1 n-9), que varia entre 56% e 84% do total de &cidos
gordos (Visioli & Galli, 2002). A elevada percentagem de MUFA em detrimento de PUFA reduz o risco
de arteriosclerose (Garcia-Gonzalez et al., 2008).

O azeite € um alimento amplamente consumido por algumas populacdes de paises da bacia
mediterranica, bem como por povos de outras regides do mundo. Isto deve-se ao sabor Unico, ao
conteddo elevado em MUFA (saudaveis) e a presenca de constituintes minoritarios biologicamente
importantes (Boskou, 2009). A dieta Mediterranica € um modelo nutricional inspirado no padrao
alimentar tradicional de alguns paises da bacia do Mediterraneo. Este regime alimentar é caraterizado
por consumo abundante de azeite, alimentos de origem vegetal, como frutas, legumes, leguminosas,
cereais, nozes e sementes, por a ingestdo moderada de vinho (principalmente com as refei¢cdes), bem
como por consumo moderado de peixe, frutos do mar, iogurtes, carne, queijos, aves e ovos e por um

baixo consumo de carnes vermelhas e carnes processadas (Casas et al., 2014).

Alguns estudos acerca de aspetos evolutivos da dieta referem que tém ocorrido grandes mudancas
na dieta humana, particularmente no tipo e quantidade de acidos gordos essenciais e no teor de

antioxidantes ingeridos (Simopoulos, 2002).
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1.6 Composicao quimica detalhada do azeite

O azeite virgem é constituido por dois grupos principais: os componentes maioritarios (=98%) e os
componentes minoritarios (=2%) (El Riachy et al., 2011)). A fracdo maioritaria do azeite é constituida
principalmente por triglicéridos, por pequenas concentracdes de monoglicéridos e diglicéridos e por
alguns &acidos gordos livres (Cerretani et al., 2006; Moreno & Mitjavila, 2003). Os componentes
minoritarios constituintes do azeite virgem sdo as vitaminas, como a e B-tocoferol e -carotenos
(responsaveis pela cor em conjunto com a clorofila), fitoesteréis, esqualenos, pigmentos, acidos
terpénicos, flavondides e compostos fendlicos (Visioli & Galli, 2002).

1.6.1 Perfil de &cidos gordos

Os acidos gordos sédo estruturas simples constituidas por cadeias longas de atomos de carbono (C).
Embora estejam presentes no azeite apenas alguns tipos de &cidos gordos, as suas proporcdes
influenciam fortemente as carateristicas e valor nutritivo do produto (Mailer, 2006). Desta forma, a
composicao em &cidos gordos representa um parametro indicador de qualidade e autenticidade do
azeite virgem (Diraman, 2010).

A fracdo saponificavel é constituida principalmente por &cido oleico (MUFA), que representa cerca
de 80% da composicao lipidica total. Em menor quantidade estao presentes os acidos gordos saturados
— acido palmitico (10% - 20%) e os polinsaturados — acido oleico (2,5% - 20%) (Gomez-Gonzalez et
al., 2011; Pellegrini et al., 2001). Os acidos gordos monoinsaturados sdo extremamente importantes
devido ao seu elevado valor nutricional e a contribuicdo para a estabilidade oxidativa dos 6leos
(Diraman & Dibeklioglu, 2014).

A composicao do azeite em acidos gordos (tabela 1.4) é um parametro que se encontra diretamente
relacionado com o tempo de prateleira do produto e é quantitativamente afetado por fatores, como a
cultivar de azeitona utilizada para producéo do azeite (Diraman, 2010).
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Tabela 1.4 - Composicao em acidos gordos dos azeites virgem, determinada através de cromatografia
gasosa % total de acidos gordos) (Adaptado de Codex Standard for Olive QOils and Olive Pomace Oils,
2013).

Acidos Gordos Azeites Virgem
C14:.0 0.0-0.05
C16:0 — Palmitico 7.5-20.0
C16:1 — Palmitoleico 0.3-3.5
C17:0 0.0-0.3
Ci17:1 0.0-0.3
C18:0 — Estearico 0.5-5.0
C18:1 - Oleico 55.0-83.0
C18:2 — Linoleico 3.5-21.0
C18:3*
C20:0 - Araquidonico 0.0-0.6
C22:0 0.0-0.4
C24.0 0.0-0.2
Acidos Gordos trans
Cc18:1T 0.0-0.05
C182T+C183T 0.0-0.05

* ndo determinado

Apesar dos efeitos benéficos para a saude atribuidos ao 4cido linoleico, este € um PUFA com trés

ligacdes duplas e por isso, € particularmente instavel e suscetivel a oxidacao (rancidez) (Mailer, 2006).

1.6.2 Perfil de componentes antioxidantes

Os antioxidantes constituintes do azeite sao representados por tocoferdis, pigmentos (carotenoides
e clorofilas) e compostos fendlicos (Servili & Montedoro, 2002). Os principais antioxidantes sao
compostos fendlicos e dividem-se em fendlicos lipofilicos e hidrofilicos. A maioria dos fendlicos
hidrofilicos presentes no azeite sdo exclusivos da espécie Olea europaea, ao contrario dos fendlicos

lipofilicos, como os tocoferdis, que existem noutros 6leos vegetais (El Riachy et al., 2011).

De acordo com Pellegrini e colaboradores (2001), o conteddo em a-tocoferol (> 90% da composicao
total de tocoferdis) varia com tipo de azeite (azeite ou azeite virgem extra), sendo mais elevado no
azeite virgem extra virgem. A denominagao “extra virgem” refere-se apenas ao azeite que tem um grau
de acidez inferior a 1%, de acordo com a legislagdo vigente (Regulamento (CE) n°1234/2007 do
Conselho, de 22 de outubro de 2007). Esta categoria de azeite apresenta um elevado teor de
compostos fendlicos quando comparado com outros, incluindo aqueles cujo rétulo os define como
“azeite”. Os Ultimos sao pobres em compostos fendlicos devido aos procedimentos quimicos utilizados

para reducéo da acidez excessiva(Visioli & Galli, 2002).
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O azeite virgem apresenta elevada resisténcia a deterioracdo oxidativa devido ao seu contetido em
triglicéridos, ao baixo teor em acidos gordos polinsaturados e a presenca de compostos fendlicos
antioxidantes, principalmente polifenéis e tocoferéis. Os polifen6is sdo compostos de grande
importancia para a estabilidade do azeite virgem, ao contrario do que acontece com outros 6leos
refinados, nos quais estes compostos sdo eliminados ou drasticamente reduzidos durante o processo
de refinagéo (Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Velasco & Dobarganes 2002). Os polifenéis atuam como
antioxidantes primarios por forma inibir a oxidagéo do azeite. Atuando como disruptores de cadeias
através da doacgédo de um radical hidrogénio aos radicais alquilperoxido, que sédo gerados através de
oxidacao lipidica, havendo formacao de derivados estaveis durante esta reacao (Servili et al., 2009).

1.7 Azeites Aromatizados

Os consumidores estdo cada vez mais informados acerca de produtos alimentares, tornando-os
mais exigentes em matéria de qualidade, salude e inovagbes. O setor do azeite tem vindo a sofrer
inovagbes, como a introducdo de aroma (Sousa et al,. 2015). A adicdo de aromatizantes ao azeite, tais
como ervas aromaticas, especiarias ou frutas/legumes, alteram as suas carateristicas sensoriais e a
estabilidade durante o tempo de prateleira (Moldao-Martins et al., 2004), para além melhorar as suas

propriedades antioxidantes (Nevado et al., 2012).

1.7.1 Utilizacao de carotenoides como aditivos de azeite

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, responséveis pela cor de varios frutos e vegetais; sdo
solaveis em matrizes oleosas, emulsfes e formas coloidais; apresentam boa estabilidade a valores de
pH variaveis dos alimentos uma estabilidade aceitavel em uso alimentar, em condi¢des de redugdo em

atmosferas minimas de oxigénio (Bauernfeind et al., 1981; Arscott, 2013).

A cor amarela-laranja-vermelha de alguns frutos e vegetais deve-se principalmente aos
carotenoides (Sanchez et al,. 2014). Estes séo sintetizados apenas por plantas e microrganismos, o
que implica que estes sejam incluidos na alimentagdo humana sob a forma de alimentos,
principalmente frutos ou vegetais, ou suplementos (Bauernfeind et al.,1981). Os animais também néo
sintetizam carotenoides, mas podem acumula-los, por vezes em quantidades elevadas, quando
ingeridos. Os animais e seus derivados (ovos, leite, pescado) representam uma fonte adicional de
carotenoides (Britton & Khachik, 2009).

Os carotenoides sao uma classe de fitoquimicos que contribuem para o estatuto de “alimentos
funcionais” atribuido aos frutos e vegetais e, um dos principais contribuintes para os beneficios de
saude (Arscott, 2013; Arscott & Tanumihardjo, 2010). Alguns carotenoides apresentam elevada
atividade provitamina A, sendo capazes de transformar estruturas especificas dos carotenoides nesta

vitamina.

17



Capitulo 1 — Introdugéo Inés A. Inécio, 2016

Os carotenoides com atividade provitamina A sdo abundantes em frutos de cor escura e vegetais,
0s quais possuem, pelo menos, um anel de B- ionona (figuras 1.7 e 1.8) ndo substituido, com uma
cadeia lateral poliénica, com um minimo de 11 carbonos (Panel on Micronutrients et al., 2002; Arscott
& Tanumihardjo, 2010). O B- caroteno € o carotenoide percursor de vitamina A mais conhecido, devido
ao elevado nivel de atividade provitamina A e a sua abundancia em alimentos (Bauernfeind et al, 1981).
No organismo humano a conversdo do 3-caroteno em vitamina A ocorre por via enzimatica em varios
tecidos, sobretudo no intestino delgado. A vitamina A € um nutriente importante para a viséo, expressao
genética, reproducédo, desenvolvimento embrionario, crescimento e funcdo imunitaria (Tang & Russel,
20009).

Para além da atividade provitamina A, a outros carotenoides, como o licopeno tém sido atribuidas
propriedades antioxidantes (Bauernfeind, 1972). Os carotenoides podem prevenir danos causados
pelas espécies reativas de oxigénio, as quais sdo continuamente produzidas pelo organismo durante o
funcionamento celular e/ou introduzidas por fontes endégenas como o fumo de tabaco, exposicao solar

ou exposicao a solventes organicos (Gaté et al., 1999).

Os carotenoides mais abundantes no plasma humano s&o [-caroteno, licopeno, luteina,

criptoxantina, a-caroteno e zeaxantina (figura 1.7) (Arscott & Tanumihardjo, 2010).
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Figura 1.7 - Estruturas quimicas dos carotenoides mais abundantes no plasma humano (Arscott &
Tanumihardjo, 2010).
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Cadeia polignica

Figura 1.8 - Estrutura quimica do B-caroteno e identificagdo do anel 3-ionona (Arscott & Tanumihardjo,
2010).

A associacao entre a ingestao de carotenoides, especialmente do 3-caroteno, e a reduc¢do do risco
de doencas degenerativas é inconclusiva. Alguns autores referem a inexisténcia de correlagéo positiva
entre o consumo de carotenoides e a diminui¢&o de risco de cancro do pulm&o ou da préstata (Ménnistd
et al,. 2004; Ambrosini et al., 2008); outros estudos que revelam uma associagdo positiva entre

consumo de carotenoides e a preven¢éo do cancro (Niizu & Rodriguez-Amaya, 2005).

1.7.2 Utilizacdo de licopeno como aromatizante do azeite

O licopeno é o principal pigmento responsavel pela cor vermelha do tomate (Lycopersicon
esculentum) e produtos de tomate, bem como da melancia, uva negra, papaia e goiaba. E um dos
principais carotenoides presentes nas dietas Norte-Americana e Europeia (Clinton, 1998; Arscott, 2013;
Montesano et al., 2006)

O licopeno é carotenoide aciclico constituido apenas por carbono e hidrogénio (Cso Hss) com 13
ligacdes duplas, 11 das quais s&o conjugadas (Story et al., 2010; Ciurlia et al., 2009). A cor dada pelo
licopeno ao tomate e produtos de tomate deve-se a existéncia das muitas ligacdes conjugadas que
compdem a sua estrutura (Topal et al., 2006; Singh & Goyal, 2008). O tomate faz parte da dieta
mediterranica, representa uma importante fonte de nutrientes para a populacdo mundial. A planta do
tomate (Licopersicum esculentum) sintetiza pigmentos bioativos como carotenoides, principalmente
licopeno e - caroteno, glicoalcalédes e a- tomatina (Friedman, 2013). As dietas atuais recomendam o
aumento do consumo de frutos e vegetais ricos em antioxidantes, que potenciam o papel protetor do

licopeno contra diversas doencas (Agarwal & Rao, 2000).

Este carotenoide possui diferentes formas isométricas (figura 1.11), mas esta disponivel na natureza
maioritariamente na forma de isémero trans, sendo que nos tecidos e no plasma humano é encontrado
apenas na forma cis (Clinton, 1998; Unlu et al., 2007; Chasse et al.,2001).0 tomate vermelho contém,
tipicamente, cerca de 95% de licopeno na forma de isbmero trans, ao passo que no tomate-tangerina
predomina o licopeno na sua forma cis-tetra, um isémero da forma trans deste carotenoide (Singh &
Goyal, 2008). Tonucci e colaboradores (1995) detetaram e quantificaram varios tipos de carotenoides
em tomate, sendo o licopeno mais abundante, com concentracfes de 55mg/100g em pasta de tomate.
Também outros estudos referem a maior abundéancia do licopeno no tomate, embora também existam

quantidades muito baixas de B-caroteno e luteina (Lin & Chen, 2003).
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all trans

Figura 1.9 - Formas isoméricas trans e cis do licopeno (Agarwal & Rao, 2000).

A cadeia poliénica conjugada que é carateristica dos carotenoides faz com que estes sejam
suscetiveis a degradacao provocada por diversos agentes (Boon et al., 2010). A isomerizacdo da
cadeia poliénica cis-trans é induzida pela luz, pela energia térmica e pelas reagfes quimicas (Goula et
al., 2006) (Zechmeister et al., 1943), portanto, na auséncia destes fatores, o licopeno é um elemento
estavel (Lee & Chen, 2002, Topal et al., 2006). A degradac@o do licopeno acarreta problemas,
compromete a qualidade sensorial do produto final e provoca a diminuigdo da sua atividade bioldgica
(propriedades benéficas para a salde humana) (Egydio et al., 2010; Shi & Le Maguer, 2000). Os
mecanismos de protecdo envolvem o aprisionamento de oxigénio atémico e de radicais livres (B6hm
et al., 2002).

Ao contrario do -caroteno, o licopeno é um carotenoide desprovido de atividade provitamina A, pois
a sua estrutura carece do anel B-ionona (figuras 1.8 e 1.10) (Clinton, 1998; Arscott, 2013). Contudo, o

licopeno tem um elevado poder antioxidante.

Os carotenos sdo moléculas naturalmente hidrofobicas, apresentam solubilidade limitada em agua

e sao mais soluveis em solventes apolares (Strati & Oreopoulou, 2011).

1.7.3 Capacidade antioxidante do licopeno e mecanismo de acéo

O stress oxidativo é reconhecido como potenciador de diversas doengas cronicas, incluindo cancro,
doengas cardiovasculares, osteoporose e diabetes. O stress oxidativo é induzido pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS), que séo geradas pela atividade metabdlica normal, bem como por fatores
inerentes ao estilo de vida. Tabagismo, sedentarismo e alimentacdo desequilibrada sdo habitos que

estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo das doengas acima mencionadas. A manutengéo
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de uma baixa concentragdo de ROS no organismo humano é fundamental na defesa contra agentes
patogénicos, uma vez que as ROS podem reagir com as membranas lipidicas, acidos nucleicos,
proteinas, enzimas e outras micromoléculas. (Rao & Rao 2007; Rajendran et al., 2014) Niveis elevados
de ROS podem desencadear um feedback positivo e sobrecarregar a capacidade antioxidante, levando
ao stress oxidativo e a apoptose das células. A producdo intracelular de ROS nao implica
necessariamente toxicidade celular, pois estes sdo compostos essenciais para a manutencao da vida.
Desta forma, deve existir um equilibrio entre a producéo e a remocao de ROS para evitar danos
celulares (Jones, 2006).

Lopez-Alarcon & Denicola (2013) consideram a existéncia de trés mecanismos antioxidantes
diferentes: (1) inibicAo de enzimas oxidantes, que se traduz na diminuicdo da producdo celular de
ROS/RNS; (2) interacdo com as vias de sinalizagdo redox, que se traduzem numa resposta celular
antioxidante (mecanismo menos classico); (3) reacdo direta com ROS/RNS, desencadeando uma
resposta/produto menos toxico (mecanismo mais popular de um antioxidante - “aprisionamento de

radicais livres”).

Os carotenoides com atividade antioxidante tém um papel significativo na salde humana, na medida
em que, equilibram o balanco pré-oxidantes/antioxidantes. A auséncia de equilibrio representa um fator
critico no desencadeamento de processos patogénicos responsaveis por diversas doengas cronicas
(Fiedor & Burda, 2014).0 licopeno é, entre os carotenoides, o antioxidante mais poderoso, in vitro,
encontrado no organismo humano. A natureza insaturada da molécula de licopeno permite considera-
lo, entre os carotenoides naturais, um dos mais poderosos antioxidante e inibidores do oxigénio singleto
(Bohm et al., 2002; Rao & Rao, 2007). A elevada atividade de eliminagdo de ROS atribuida ao licopeno
permite a inibicdo da peroxidacao lipidica e de danos no DNA (Kelkel et al., 2011).Um estudo
desenvolvido por Bohm e colaboradores (2002), que partiu do isolamento de 4 tipos de carotenoides
(a-caroteno, B-caroteno, licopeno e zeaxantina) permitiu concluir que o licopeno tem uma atividade
antioxidante superior ao a-caroteno e zeaxantina e, cerca de duas vezes maior que o (-caroteno. As
moléculas dos carotenoides reagem com os radicais livres e ha formacao de um novo radical mais
estavel, devido ao sistema de ligacdes duplas conjugadas (Krinsky & Yeum 2003).
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1.7.4 Efeitos preventivos do licopeno

O licopeno apresenta importantes propriedades biologicas e fisico-quimicas, relacionadas
especialmente com a sua capacidade antioxidante (Maiani et al., 2009; Shi & Le Maguer, 2000), um
dos mecanismos que confere protecao contra doencas coronarias. Dados cientificos demonstram que
o licopeno inibe sinergicamente a oxidagdo do colesterol, homeadamente, do LDL (Low Density
Lipoprotein) em combinacdo com a vitamina E ou flavonoides (Fuhrman et al., 2000). Enquanto
antioxidante, o licopeno atua na prevengédo de doencgas cardiacas, uma vez que, reduz a acumulagdo
de placas que possam levar a formacao de coagulos de sangue, ataques cardiacos e acidentes
vasculares cerebrais (Singh & Goyal, 2008).

Uma dieta rica em carotenoides, presentes em quantidades elevadas em frutas e vegetais, confere
fotoprote¢@o a organismos fotossintéticos, aos olhos e a pele (Béhm et al.,, 2002). As frutas e os
vegetais representam boas fontes de antioxidantes fitoquimicos (ex.: carotenoides), que podem atenuar
os efeitos negativos do stress oxidativo (Rao & Rao, 2007). Estudos realizados referem que o aumento
do consumo de tomate e de alimentos que contenham licopeno esta associado ao baixo risco de alguns
cancros, incluindo préstata e mama (Giovannucci, 2002; Gann et al., 1999; Shi & Le Maguer, 2000;
Agarwal & Rao, 2000).

Diversos estudos se referem aos beneficios de salde providenciados pelos alimentos ricos em
licopeno, mas o nimero de estudo em que foi encontrado um papel benéfico potenciado pelo consumo

de licopeno isoladamente, é muito limitado (Kong et al., 2010).

1.8 Solventes permitidos na industria alimentar

De acordo com Diretiva 95/45/CE da Comisséo, de 26 de julho de 1995 que estabelece os critérios
de pureza especificos dos corantes que podem ser utilizados nos géneros alimenticios, “o licopeno é
obtido por extracdo com solvente naturais de tomates vermelhos (Lycopersicon esculentum L.) e
subsequente remogao do solvente”. Os solventes permitidos para extragdes em alimentos destinados
ao consumo humano sao: diclorometano, diéxido de carbono, acetato de etilo, acetona, 2-propanol,
metanol, etanol, hexano (Diretiva 95/45/CE). O licopeno apresenta elevada solubilidade em acetato de

etilo e n-hexano, é parcialmente solivel em acetona e etanol e insoltvel em agua (Rath, 2007).

Alguns artigos referem a utilizagcao de um fluido supercritico de CO2 para extracéo do licopeno. Este
método extrai cerca de 60% (ou menos) do licopeno existente no bagago (residuo) de tomate (Rozzi et
al., 2002; MacHmudah et al., 2012). Outros artigos referem a utilizacdo de solventes orgénicos, como
hexano, acetona, acetato de etilo (tabela 1.5) e etanol, usados separadamente ou em mistura
(Lavecchia & Zuorro, 2008). A utilizacdo de mistura de solventes sera essencial para otimizar o
processo de extracao (Periago et al., 2004; Dewanto et al., 2002) descreve um método em que utilizada

apenas acetona para extrair o licopeno do tomate.
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Tabela 1.5 — Carateristicas gerais dos solventes organicos acetona e acetato de etilo (Smallwood,
1996).

Carateristicas Gerais Acetato de Etilo Acetona
Formula empirica C4HsO2 CsHeO
Massa Molar 88 g/mol 58 g/mol
Ponto de Ebuli¢éo 77°C 56°C
Ponto de Fuséo -84°C -95°C
Solubilidade na agua (25°C %m/m) 7,7 Total

1.9 Processos de extracédo de licopeno — Revisédo Bibliogréfica

O licopeno pode ser extraido do tomate ou fragBes através de diversos procedimentos. Hakala &
Heinonen (1994) descrevem um processo de isolamento do licopeno em trés etapas distintas: (1)
extracdo dos carotenoides a partir de puré de tomate, com éter de petroleo; (2) pré-purificagdo do
extrato de carotenoides a partir de todos os carotenoides, exceto o licopeno, para o qual foi utilizado o
sistema de extragdo em fase soélida (SPE) usando colunas de silica e, por fim (3) o licopeno foi purificado
com recurso a utilizacéo de cromatografia liquida de alta definicao e a colunas de C18.

O procedimento apresentado por Rozzi e colaboradores (2002) consiste na extracdo de licopeno a
partir de subprodutos de tomate (sementes e peles), permitindo assim a valorizacao de toda a matéria-
prima. Os autores afirmam que o licopeno pode ser extraido, com elevado sucesso, através de SPE
utilizando CO2 sem recurso a co-solventes. Foi determinado o equilibrio entre temperatura e presséo,
por forma a otimizar o processo de extracdo. A par da metodologia anteriormente referida, Machmudah
e colaboradores (2012) também utilizam um fluido supercritico de di6xido de carbono para extrair o
licopeno dos subprodutos de tomate. Neste ultimo, o 6leo de semente de tomate foi extraido sob
condi¢cdes semelhantes as dos carotenoides e analisado através de GC-MS e GC-FID, enquanto os
carotenoides foram analisados através de HPLC.

Periago e colaboradores (2004) utilizaram uma mistura de trés solventes orgéanicos, hexano,
acetona e etanol, para extrair o licopeno do tomate cru, molho de tomate e tomate em pasta. Lin &
Chen (2003) testaram a eficiéncia de extracéo de carotenoides do sumo de tomates utilizando de cinco
sistemas de solventes: (1) etanol-hexano (4:3, v/v), (2) acetona-hexano (3:5, v/v), (3) etanol-acetona-
hexano (2:1:3, v/v), (4) acetato de etilo-hexano (1:1, v/v) e (5) acetato de etilo (100%). Para além da
utilizacdo de solventes (hexano, acetato de etilo, acetona e etanol), Lavecchia and Zuorro (2008)
testaram a capacidade de aumento de extracdo de licopeno, a partir da casca do tomate, recorrendo a
quatro preparacdes de enzimas comerciais com atividades pectinolitica, celulolitica e hemicelulolitica.
Naviglio e colaboradores (2008) desenvolveram um equipamento inovador no campo da extracéo de
licopeno puro. O equipamento, Naviglio ®, extrai licopeno a partir de residuos de tomate em 4gua e

utiliza esta como fase de extracao.

As propriedades benéficas do tomate séo ja conhecidas por potenciarem a diminuicdo do risco de
alguns tipos de cancro e doencas cardiovasculares. Um estudo realizado por Fielding e colaboradores
(2005) demonstrou que a adicdo de azeite ao tomate picado, durante a confecdo, aumenta

significativamente a absorcé@o de licopeno no plasma humano Montesano e colaboradores (2006)
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analisaram as alteracdes ocorridas no azeite virgem fortificado com licopeno puro (0,5 — 1,0 mg) obtido
de tomate. Os realizados pelos autores permitiram concluir que o conteddo em fendlicos totais era
superior no azeite fortificado com licopeno, comparativamente com as amostras de referéncia (azeite
sem qualguer suplementacdo). Permitiu também verificar uma boa correlacdo (R?= 0,969) entre o
contetido em fendlicos totais e a capacidade antioxidante do azeite enriquecido. A adicdo de licopeno

ao azeite mostrou-se vantajosa tanto durante a confecdo como a frio.

1.10 Objetivos e estrutura da dissertacao

O trabalho desenvolvido no &mbito desta dissertagédo teve como objetivo principal a fortificacdo de
azeite com extrato de licopeno, valorizando as diversas fracdes do tomate. A producéo de extrato de
licopeno baseou-se em dois processos: (1) utilizando subprodutos de tomate, considerando um tipo de
processo industrial e (2) utilizando o tomate como um todo, considerando uma aproximacdo ao
processo artesanal. Apds a extracéo do licopeno, o extrato obtido foi incorporado em azeite virgem. Por

fim, procederam-se as determinagdes analiticas nos extratos de licopeno e respetivos subprodutos.
A presente dissertagdo esté organizada por capitulos:

e Capitulo 1 — Descreve e reflete acerca dos fundamentos teéricos relativos ao trabalho
desenvolvido. Aborda assuntos relativos ao azeite, como a composicdo quimica geral e
especifica, sistemas de extracéo, estatisticas de producdo, legislacdo aplicdvel e respetivas
propriedades benéficas. Este capitulo explora o licopeno enquanto carotenoide proveniente do
tomate e carateriza-o de acordo com as suas propriedades fisicas e quimicas, capacidade
antioxidante e efeitos preventivos contra doencas;

e Capitulo 2 — Evidencia e descreve todos os métodos de extragdo de licopeno utilizados ao
longo do trabalho experimental, bem como todas as metodologias analiticas utilizadas para
avaliacdo dos extratos preparados e respetivos subprodutos;

e Capitulo 3 — Apresenta e discute os resultados obtidos pelos ensaios realizados aos extratos
e respetivos subprodutos obtidos, fundamentando-os;

e Capitulo 4 — Refere as conclus@es gerais obtidas e sugestdes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 Preparacéo do extrato bruto de tomate - Valorizacéo de fragcbes de tomate

Para a realizacdo dos ensaios utilizaram-se quatro lotes de tomate inteiro. Adquiriu-se o tomate
fresco, em estabelecimentos de comércio tradicional e em quantidade suficiente para cada um dos

ensaios. Os procedimentos foram adaptados ao processamento artesanal e industrial.
Utilizaram-se diferentes métodos de extracédo de licopeno:

A. Transferéncia de licopeno para o azeite por emulsificacdo;
B. - Extragdo de licopeno a partir de tomate inteiro
1. Extracéo a frio do residuo de tomate;
2. Extracdo Soxhlet do residuo de tomate
C. Extracéo de licopeno a partir de bagaco de tomate
1. Extracdo Soxhlet de bagaco de tomate sem pré-tratamento;
2. Extrag&o Soxhlet de bagaco de tomate sujeito a pré-tratamento;
3. Extracéo a refluxo do bagaco de tomate.

O ensaio A teve como objetivo avaliar, de forma preliminar, a passagem direta de licopeno para o
azeite. Os métodos B permitiram testar a extracdo de licopeno a partir de tomate inteiro e os métodos
C testaram a extracéo de licopeno a partir de bagaco de tomate.

2.1.1 Preparacgédo do bagago de tomate

Numa primeira fase lavou-se, pesou-se em balanca analitica (KERN FKB) e cortou-se o tomate em
pedacos pequenos, para que pudesse ser colocado numa centrifugadora (Ufesa, LC5005). Este
equipamento permitiu a separac¢éo bruta da fase sélida do tomate, constituida por polpa, semente e

pele; da fase liquida, constituida pelo sumo de tomate e alguma polpa.
2.1.2 Método A — Transferéncia de licopeno para o azeite por emulsificagédo

Neste ensaio procedeu-se a eliminagéo do excesso de agua presente no bagaco de tomate, através
de filtragdo a vacuo por pano-cru. Colocou-se o bagacgo de tomate filtrado em contacto direto com o
azeite e homogeneizou-se. Deixou-se repousar durante 5 dias, filtrou-se a mistura a vacuo, por pano-
cru e posteriormente através de sulfato de sédio anidro (secagem da agua) e de algodao (clarificar).
Acondicionou-se o azeite fortificado em frasco de vidro, no escuro, por forma a evitar reacdes de

oxidagéo.
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2.1.3 Método B — Extracéo de licopeno a partir de tomate inteiro (Processo tradicional)

As extracBes alusivas a este processo desenvolveram-se tendo por base um processo que se
aproximasse 0 maximo possivel do artesanal. Para esse efeito, o tomate, previamente lavado e pesado
em balanca analitica (ADAM® Nimbus), foi triturado com varinha magica (Selecline). Apés a trituragao
filtrou-se por pano-cru, obtendo-se uma fragéo liquida (filtrado), e uma fracdo sélida, (residuo de tomate
sem tratamento). Posteriormente procedeu-se a disperséo do residuo obtido em acetona e filtrou-se,
sob vacuo.

Em todos os ensaios o residuo de tomate foi previamente disperso em acetona e as filtracdes foram

feitas através de pano-cru, conforme mostra a figura 2.1.

Figura 2.1 — Tomate triturado preparado para filtrac&o inicial, por pano-cru.

2.1.3.2 Método B1- Extragdo a frio do residuo de tomate

Neste método sujeitou-se o residuo de tomate a duas dispersdes consecutivas em acetona. Como
produtos da primeira dispersao obteve-se o filtrado e o residuo de tomate (figura 2.2). A parte liquida
mediu-se por proveta graduada e colocou-se em baldo de vidro previamente tarado em balanca
analitica (ADAM® Nimbus) e evaporou-se a acetona em evaporador rotativo (BUCHI® Rotavapor R-
200). Reutilizou-se o residuo de tomate para a segunda dispersédo em acetona. Procedeu-se da mesma
forma que na primeira dispersdo. Colocou-se o residuo resultante da segunda dispersdo sob
arrefecimento para evaporar totalmente a acetona. Pesou-se em balanca analitica (ADAM® Nimbus) e

guardou-se em recipiente apropriado.
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Figura 2.2 - Produtos (filtrado e residuo de tomate) resultantes da segunda dispersdo em acetona do
residuo de tomate em acetona.

2.1.3.3 Método B2 - Extracéo Soxhlet do residuo de tomate

A par dos outros métodos artesanais também neste se procedeu disperséo inicial do residuo em
acetona. Tratou-se o residuo previamente com acetona, pesou-se em balan¢a analitica (ADAM®
Nimbus), colou-se em cartuxos e inseriu-se no extrator Soxhlet. Preparou-se a extragdo Soxhlet
conforme descrito no ponto 2.1.3 e ap6s a conclusdo desta mediu-se o volume de solucdo bruta de
licopeno obtido em proveta graduada e transpds-se para outro baldo de vidro previamente tarado em
balanca analitica (ADAM® Nimbus). Evaporou-se a secura em evaporador rotativo (BUCHI® Rotavapor
R-200). Pesou-se 0 extrato obtido apds evaporacdo a secura em balanca analitica (ADAM® Nimbus),
bem o bagaco de tomate que se deixou dentro do cartuxo, em hotte, para evaporar completamente a
acetona.

2.1.4 Método C - Extracéo de licopeno a partir de bagaco de tomate

2.1.5.1 Método C1 - Extragdo Soxhlet de bagacgo de tomate sem pré-tratamento

Para a realizacdo deste método ndo se sujeitou o bagaco previamente preparado a qualquer tipo
de tratamento com solventes orgénicos antes da extracdo. Pesou-se a amostra em balanc¢a analitica
(ADAM® Nimbus) e colocou-se em cartuxos feitos a partir de papel de filtro e inseriu-se no interior do
extrator Soxhlet. Encaixou-se o extrator Soxhlet entre o baldo de vidro com acetona e o condensador.
Adicionaram-se reguladores de ebulicdo ao baldo contendo solvente. Ligou-se a manta de aquecimento
para iniciar a extracdo. Quando o solvente no interior do baldo entrou em ebulicdo, o vapor produzido
subiu e condensou devido a existéncia de arrefecimento (condensador); ao condensar caiu, sob a forma
liquida, para o interior do extrator. Quando o volume de solvente atingiu um determinado nivel, no

interior do extrator, foi empurrado novamente para o baldo, e assim continuamente.

Deu-se por concluida a extracdo quando o bagaco de tomate no interior do cartuxo ficou amarelo
palido/branco. Mediu-se o volume de extrato obtido, por proveta graduada, e transpds-se para outro

baldo de vidro previamente tarado em balanca analitica (ADAM® Nimbus). Evaporou-se o extrato a
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secura, em evaporador rotativo (BUCHI® Rotavapor R-200). Pesou-se 0 extrato obtido apés
evaporacao a secura, bem o bagaco de tomate que se deixou dentro do invélucro de papel, em hotte,

para evaporar completamente a acetona.

Figura 2.3 — Exemplo de extragdo Soxhlet de bagaco de tomate apds Vvérios ciclos de extracao.

2.1.5.2 Método C2 - Extracao a Soxhlet de bagaco de tomate com pré-tratamento

Procedeu-se a dispersdo do bagaco de tomate em solvente orgénico, sob agitacdo e deixou-se em
contacto com solvente durante 15 minutos antes de filtrar a vacuo. Da filtrag&o a vacuo resultou filtrado
com acetona e bagaco de tomate tratado. Pesou-se o bagaco de tomate em balanca analitica (ADAM®
Nimbus) e utilizou-se na extracdo Soxhlet. Os fundamentos relativos a extracdo Soxhlet sdo iguais aos
descritos no ponto 2.1.4. Apos o término da extracdo procedeu-se de forma anéloga ao descrito no
ponto 2.1.4.

Nos ensaios desenvolvidos recorreu-se a utlizagcdo de acetona e de acetato de etilo

(separadamente), por forma a comparar as eficiéncias de extracéo.

2.5.1.3 Método C3 - Extracao a refluxo do bagaco de tomate

A preparacéo do bagaco de tomate para extracdo a refluxo realizou-se de forma igual ao descrito
no ponto 2.1.5.1. Este método permitiu o0 contacto direto entre a amostra e o solvente, uma vez que o
bagaco de tomate foi colocado dentro do baldo juntamente com o solvente (figura 2.4). Quando o
solvente entrou em ebulicdo libertou-se vapor que rapidamente condensou devido a acdo do
condensador colocado no topo do baldo, onde circula agua fria. A passagem do vapor ao estado liquido
possibilitou a escorréncia deste, de novo, para o interior do baldo. Realizaram-se entre 3 a 4 ciclos de
extracdo, de 15 minutos cada um, até o bagaco adquirir uma tonalidade amarelo palido/ branco.

Concluida a extragdo, procedeu-se de forma igual ao descrito no ponto 2.1.4
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Figura 2.4 — Baldo de vidro apés extracdo a refluxo, contendo bagaco de tomate e solucdo bruta de
licopeno.

2.2 Metodologias Analiticas

2.2.1 Determinag0fes aplicadas aos extratos preparados

2.2.1.1 Teor de licopeno nos extratos preparados

Para determinar o teor de licopeno presente nos extratos preparados mediram-se as respetivas
absorvancias a 503 nm, em espetrofotometro (Biochrom Libra S4), utilizando-se uma célula de vidro
(10 mm). Para efetuar a leitura da absorvancia de alguns dos extratos foi necessério realizar dilui¢bes,
uma vez que a sua coloragéo original dos extratos ndo permitia obter leituras no comprimento de onda
utilizado. Utilizou-se um comprimento de onda de 503 nm, que € o comprimento de onda méaximo de
absorc¢éo do licopeno e permite minimizar interferéncias provenientes de outros carotenoides existentes
na matriz (Fish et al., 2002).

A partir da absorvancia medida calculou-se a concentragao de licopeno na solugdo, em mole por

litro, utilizando a expressao:

C(mole/L) = A ) e Equacéo 2.1

exXb

Onde,

A = Absorvancia da solu¢éo a 503 nm;

¢ = Coeficiente de extincdo molar do licopeno, em Mole por centimetro;
b = Comprimento da célula, em centimetro.

A Eq.2.1 foi obtida a partir da expresséo seguinte, conhecida como Lei de Beer-Lambert:

A = EX D X C oo Equagéo 2.2
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Onde,

A = Absorvéancia da solucéo a 503 nm;

¢ = Coeficiente de extincdo molar do licopeno, em Mole por centimetro;
b = Comprimento da célula, em centimetro;

¢ = Concentracdo, em nimero de mole.

Calculou-se de seguida a respetiva concentracdo de licopeno, em mg por litro, através da

expressao:

C(mg/L) = C (mole/L) X MM(g/mole) X 1000...........ccccceeevveiiiieeeaannnn. Equagéo 2.3

Onde,
C (mole/L) = Concentracao de licopeno, em mole por litro, na solugéo;
MM = Massa molar do licopeno, em grama por mole.

Assim, foi possivel calcular a massa de licopeno na solugéo:

m (mg/L) = ¢ (g /L) le(:(l)ﬁ)xmwr e, Equagéo 2.4

Onde,
C (mg/L) = Concentracéo de licopeno, em miligrama por litro, na solucgéo;
V = Volume de redissolugéo do extrato, em mililitro;

Fator dil. = Diluicdo utilizada para cada solucao.

E, por fim a massa de licopeno extraida da amostra:

m (lic.,sol.) X1000 .
m(mg/100g) = T bagaeRtr) s Equacdo 2.5

Onde,
m (lic.sol) = massa, em miligramas, de licopeno na solucéo

m (bag. extr.) = Massa de bagaco utilizada na extracdo Soxhlet ou a Refluxo, em grama.

Utilizou-se um coeficiente de extingdo molar de 17,2 X 10* mole~1. cm™1, reportado por Zechmeister

et al., 1943, para o licopeno em hexano.
2.2.2 Determinacdes aplicadas ao produto final e aos extratos de licopeno
Com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas entre os azeites, fortificado com licopeno e

néo fortificado, os ensaios abaixo descritos foram aplicados a ambos os tipos de azeite. Os tetes de

atividade antioxidante DPPH e FRAP também foram aplicados aos extratos de licopeno preparados.
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2.2.2.1 Atividade sequestradora de radicais livres — Teste Radical DPPH-

A avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) foi
monitorizada através do método descrito por Blois (Blois, 1958 citado in Kedare & Singh, 2011). O
DPPH- é um radical estavel que permite avaliar a capacidade antioxidante de compostos especificos e
extratos, através da sua reacdo com estes (Brand-Williams et al., 1995), ou seja, apos a reducéo do
radical, na presenca de um antioxidante, ocorre descoloracdo, que é detetavel através de
espetrofotometria (Miguel, 2007). A maior capacidade antioxidante é dada por um decréscimo da

absorvancia a 517 nm.

Procedeu-se a preparagdo das amostras de azeite e da solugdo de DPPH (Fluka®); utilizou-se
TROLOX (4cido carboxilico +-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2) como padrédo. Diluiram-se as
amostras, azeite fortificado com licopeno e azeite néo fortificado, em proporcdo de 1:5, em etanol.
Pesaram-se 9 mg de padrdo de DPPH, transferiu-se para um baldo volumétrico e perfez-se com 100
mL de metanol comercial, obtendo-se uma solugdo com concentracédo aproximada de 45 mg/L. A
solugdo diluida de DPPH foi mantida refrigerada e isolada da luminosidade, devido a sua

fotossensibilidade.

Mediram-se 0,5 mL de amostra ou de padréo, por pipeta graduada, e adicionou-se 4 mL da solugéo
metanodlica de DPPH. Homogeneizou-se a solugdo em vdrtex, incubou-se no escuro durante 30
minutos. A redugéo do radical DPPH- foi medida por monitorizacdo da diminui¢cdo da absorvancia a
517 nm, medida em espetrofotometro (Biochrom Libra S4). Os ensaios foram realizados em duplicado

e contra um branco de metanol.

2.2.1.2 Capacidade antioxidante por reducéo do ferro — Teste FRAP

O teste FRAP mede a capacidade dos antioxidantes para reduzirem o complexo férrico
tripiridiltriazina (Fe3* - TPTZ) a um complexo ferroso Fe?* - TPTZ) (ver figura 2.5) e deteta compostos
com potencial redox <0,7V (potencial redox do Fe3* - TPTZ) (Goulas et al., 2015; Vignoli et al., 2012).
A reacgdo ocorre em meio &acido (pH 3,6) (Huang et al.,2005), de modo a manter a solubilidade férrica
(Prior et al., 2005).
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Figura 2.5- Reducao férrica do reagente FRAP pelos compostos antioxidantes (Huang et al.,2005)
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O oxidante FRAP foi preparado através da mistura de solugéo tampéo acetato 300 mM, solucdo de
HCI diluido 40 mM, solugcdo TPTZ 10 mM e solucao de cloreto férrico (FeCl;.6H,0). Utilizou-se como
padrdo sulfato de ferro heptahidratado (FeS0,.7H,0). Todas as solucdes utilizadas neste método

encontram-se descritas abaixo.

Solucéo tampéo acetato 300 mM

Num copo de 50 mL colocaram-se 3,1 g de acetato de sédio 3H,0, pesados em balanga analitica
(ADAM® Nimbus) e, adicionaram-se 16 mL de acido acético glacial. Passou-se a solucao para um
baldo volumétrico de 1500 mL e perfez-se com 1000 mL de agua destilada. Acertou-se o pH a 3,6 e

conservou-se a 4°C.
Solucéo de HCI diluido 40mM

Mediram-se, por pipeta graduada, 1,46 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado para um balédo

volumétrico de 1000 mL e perfez-se com agua destilada.
Solugéo de TPTZ 10 mM

Pesaram-se 0,031 g de TPTZ, em balang¢a analitica (ADAM® Nimbus), diluiu-se em 10 mL de HCI

40 mM. Levou-se a solucao ao banho de ultrassons para dissolu¢cdo completa do TPTZ.
Solucgao de cloreto férrico 20 mM

Pesaram-se 0,054 g de cloreto férrico (FeCl;.6H,0), em balanca analitica (ADAM® Nimbus), e
dissolveu-se em 10 mL de agua destilada. Levou-se ao banho de ultrassons para dissolucéo completa

do cloreto férrico.

Prepararam-se as amostras de azeite e de extrato de licopeno em duplicado. Neste ensaio ndo se
procedeu a diluicdo inicial das amostras de azeite, uma vez que foram detetadas interferéncias na
metodologia. Mediram-se 0,1 mL de amostra/padrédo, por pipeta graduada, para os tubos de ensaio e
adicionaram-se 3 mL de reagente FRAP. Levaram-se as amostras ao banho a 37 °C durante 30 minutos

e leu-se a absorvancia, em espetrofotometro (Biochrom Libra S4), a 593 nm.

2.2.1.3 Teor em compostos fenolicos totais — Método Folin-Ciocalteau

O teste de Folin-Ciocalteu baseia-se na reacdo do reagente Folin-Ciocalteu com os compostos
fendlicos presentes na matriz. O reagente é constituido por acido fosfotlingstico (HsPW12040) e acido
fosfomolibdico (HsPMo012040), que séo reduzidos a uma mistura de 6xidos azuis de tungsténio (WsO23)

e de molibdénio (MosOz23), quando ocorre a oxidacao dos compostos fendlicos, (Singleton,1999)

O contetido em fendlicos totais das amostras de azeite (azeite fortificado com licopeno e azeite sem
aditivos) foi determinado através do método Folin-Ciocalteu e usou-se &cido galico como padréo. Desta

forma, obteve-se o teor de fendlicos totais das amostras em equivalentes de acido galico. Para a reta
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de calibragcao prepararam-se solugfes-padrdo com diferentes concentracdes de acido galico, entre 0
mg/L e 100 mg/L.

Diluiram-se em etanol, em proporgédo de 1:5, as amostras a analisar. Para os tubos de ensaio mediu-
se, por pipeta graduada, 0,5 mL de amostra diluida ou de padrdo, adicionaram-se 2 mL de agua
destilada, 0,5 mL de reagente Folin (Chem-Lab®©) e 2 mL de carbonato de sédio (NaC0;, 10 %). Deixou-
se a incubar durante 30 minutos e leu-se a absorvancia a 760 nm, em espetrofotdmetro (Biochrom Libra
S4).

2.2.3 Determinacgdes aplicadas aos subprodutos resultantes da preparacdo do extrato de
licopeno

2.2.3.1 Azoto Total

Determinou-se o teor de azoto nas amostras de filtrado, com base na norma ISO 5663:1984. As
amostras foram sujeitas a digestdo com H2SO4 concentrado (> 95% v/v), na presenca de catalisador
(Zn e Se), até apresentarem uma coloragao transparente ou amarelo palido. Apés a digestéo a solugao
foi filtrada e transferida para um baldo de 100 mL, lavando bem o tubo com agua ultrapura. Apds a
diluicdo retirou-se uma massa de amostra para determinacao do fdsforo total, sendo a restante para
determina¢éo do Azoto Kjeldahl.

Posteriormente, procedeu-se a alcalinizacdo do digerido acido com NaOH e levou-se o digerido
alcalinizado a destilar sob uma corrente de vapor (Tecator Kjeltec System 1002 Distilling Unit), para
uma solugdo indicadora de acido bodrico. As solu¢des de &cido bérico contendo NH4* foram
posteriormente tituladas com acido sulfdrico (0,02 N).

Cada amostra foi analisada em triplicado, tendo o teor de azoto sido calculado de acordo com a

seguinte equacgao:

Va
VbXxVc

2.6

g(N/L) = 0,02 X V X 0,014 X 1000 X (

D FE T Equacéo

Onde,

V = Volume, em mililitro, de titulante gasto;

Va = Volume, em mililitro; de amostra digerida utilizada na destilacao
Vb = Volume, em mililitro, do baldo onde est4 a amostra digerida;

V¢ = Volume, em mililitro, da amostra para digestéo.
2.2.3.2 Fosforo total
O fosforo foi calculado com base no procedimento descrito pela norma ISO 6878:2004, com algumas

adaptacdes. Para determinacdo do fosforo (P) no filtrado de tomate foram utilizadas as amostras

previamente digeridas com 10 mL de &cido sulfdrico (H2S04) concentrado e mistura catalisadora. Apds
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a digestdo lavou-se o tubo de digestdo com agua ultrapura e perfez-se a 100 mL. O teor de fésforo nas
amostras foi quantificado por espetrofotometria (Biochrom Libra S4) em meio alcalino (NaOH 6N), na

presenca de agente redutor e agua ultrapura.

Cada amostra foi analisada em triplicado. O teor de fésforo nas amostras foi calculado de acordo

com a seguinte equacao:

V balao
V axVb

mg(P/L) =x X ( D T PSP PUTPT Equacéo 2.7
Onde,

x = valor, em miligrama, obtido da equacéo da reta;

Va = volume, em mililitro, de amostra usado para a digestéo;

Vp = volume, em mililitro, de amostra do digerido;

V vaiso = volume, em mililitro, do baldo onde se colocou o digerido.

2.2.3.3 Aclcares totais

O célculo do teor de acglcares totais presentes nas amostras de filtrado realizou-se através da
técnica de Munson e Walker (NP 1419, 1998), adaptada.

Tarou-se o cadinho filtrante, de porosidade 3, em estufa a 103 + 2 °C durante 30 minutos. Pesou-
se, em balanca analitica (ADAM® Nimbus), uma massa de amostra e transferiu-se para um baldo de
100 mL, adicionando cerca de 25 mL de 4gua. Adicionaram-se 6,5 mL de solugdo da solucéo de Carrez
I (150 g KesFe(CN)6.3H20/L) e 6,5 mL da solucdo de Carrez Il (300 g ZnSO4.H20/L). Perfez-se o volume
do baldo com agua destilada e filtrou-se apés a formagdo de um precipitado branco.

Para determinar o teor de aglcares totais utilizaram-se 50 mL do filtrado obtido e 3,5 mL de acido
cloridrico concentrado (HCL, 37%). Colocou-se em banho de 4gua a 69 + 1°C, mantendo o balédo
exatamente 5 minutos ap6s o liquido nele contido tivesse atingido aquela temperatura. Neutralizou-se
s solugcdo com hidréxido de sédio (NaOH, 30 g/100mL) em presenca de indicador de fenolftaleina e
acidificou-se com HCI, 3,7%. Adicionou-se a um volume V1 25 mL de solucdo de sulfato de cobre
(69,278 g CuS0,.5H,0/L) e 25 mL da solucdo alcalino tartarica ((346 g KNaCsH406.H20 + 100 g
NaOH)/L). Colocou-se em aquecimento até a ebulicdo, mantendo-a por 2 minutos, posteriormente,
filtrou-se a vacuo, em cadinho filtrante (preparado anteriormente). Por fim, lavou-se o éxido cuproso
com agua quente, 10 mL de alcool etilico e com 10 mL de éter etilico. Secou-se o cadinho em estufa a

103 + 2 °C, por 30 minutos. Arrefeceu-se em exsicador e pesou-se.

O teor de agUcares totais presentes nas amostras analisadas é expresso em agucar invertido, em

% em massa, através da seguinte equagao:

40xmt

Acucares totais (%) = oo EQUAGED 2.8
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Onde,
m = massa, em grama, da toma para analise;
mt = massa, em grama, de acUcar invertido que corresponde a massa de 6xido cuproso obtido.

V1 = volume, em mililitro, do filtrado obtido apés defecacéo e inversao.

2.2.3.4 Peso seco/ humidade

Determinou-se o peso seco do filtrado e o teor de humidade presente nas amostras de bagaco de
tomate ndo tratado, bagagco de tomate tratado com acetona e filtrado de tomate através de uma
adaptacao do método 2540B/2011 — Standard Methods for Examination of Water and Wastewater).

Marcaram-se os cadinhos e colocaram-se em estufa a 105 + 2 °C, durante 1 hora. Deixaram-se
arrefecer em exsicador, pesaram-se em balanca analitica (ADAM® Nimbus) e adicionou-se, por pipeta
graduada 5 mL ou 1,5 g de amostra (conforme tipologia da amostra). Levaram-se os cadinhos com
amostra a estufa a 105 + 2 °C durante 12 horas. Passaram-se os cadinhos para exsicador até

arrefecerem e pesaram-se em balanca analitica (ADAM® Nimbus).

O peso seco do filtrado calculou-se de acordo com a seguinte equagao:

Sélidos totais (mg/L) = w ................................................ Equagdo 2 9

Onde,
A = massa, em grama, do cadinho com amostra apos ter ido a estufa;
B = tara do cadinho, em grama;

V = volume da amostra, em mililitro.

A humidade presente nas amostras de bagaco foi calculada com base na seguinte equacao:

Humidade (%m/m) = ——94% 5 100........oeeeeeeeeeeeeeeeeeereen, Equagéo 2.10

Mamostra himida

Onde,
M amostra hamida = Massa da amostra, em grama, antes de ir a estufa;

M agua = Massa de 4gua da amostra, em grama.
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O bagaco de tomate € uma fonte abundante de licopeno, um metabolito com elevado valor
nutracéutico que se concentra predominantemente na pele do tomate e que, portanto, apresenta uma
concentracdo no bagaco de tomate que ultrapassa a respetiva concentracdo no fruto inteiro (Agarwal
& Rao, 2000; Ranveer et al., 2013). O bagaco de tomate é um residuo agro-industrial produzido em
guantidades substanciais (Silva-Beltran et al., 2015; Machmudah et al., 2012) mas que apresenta
algumas limitacGes a sua valorizacdo como fonte de licopeno. Uma das principais dificuldades na
utilizacdo do bagaco de tomate como matéria-prima para a extracao de licopeno séo as quantidades
elevadas de agua de vegetacéo do tomate que contém, o que impde grandes restricdes a transferéncia
do licopeno (um metabolito apolar), para solventes como hexano ou éter de petréleo. O elevado teor
de 4gua do bagaco de tomate limita também o seu transporte desde o local de producéo para unidades
de valorizag&o a alguma distancia, pois acarreta um dispéndio elevado de combustivel para transportar
maioritariamente agua (~ 80%); também o seu armazenamento apresenta limitagbes de tempo e
temperatura pois a disponibilidade de 4gua e substratos como agucares ou acidos organicos provoca
a sua rapida degradacao pela flora microbiana natural (Boon et al., 2010).

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi encontrar uma metodologia que permitisse o
processamento rapido do bagaco de tomate, promovendo a sua estabilizacdo em condi¢cdes que
inibissem o crescimento microbiano e que favorecessem a recuperacao do licopeno. Para atingir este
objetivo, estudou-se a extracdo do licopeno a partir de tomate ou do respetivo bagacgo por diferentes
metodologias que incluiram operacdes unitarias de dispersdo/emulsificacdo, filtracdo, centrifugacéo,
extracdo solido-liquido e extracdo liquido-liquido, tendo-se iniciado os testes pelos processos mais
simples.

No desenvolvimento destas metodologias de extragdo procurou-se respeitar os principios da
simplicidade e eficiéncia dos processos, bem como a sua sustentabilidade e em particular, ndo utilizar
solventes do tipo hidrocarboneto, minimizar a producéo de residuos e valorizar os subprodutos. Os
principais critérios utilizados para avaliar cada método foram a concentragdo de licopeno obtida, o
rendimento de extracdo e outras caracteristicas complementares como o tempo de extracdo, as
caracteristicas do solvente ou o niumero de operac¢des unitarias envolvidas.

Na maior parte dos ensaios utilizou-se como solvente a acetona devido as suas caracteristicas
particulares de ter uma boa capacidade de dissolucdo do licopeno (Phiney et al.,2017) e
simultaneamente ser miscivel com agua. Outras propriedades vantajosas adicionais deste solvente séo
o facto de ter um ponto de ebulicdo inferior ao do hexano ou éter de petréleo (Smallwood, 1996),
facilitando a sua recuperacdo, ndo formar misturas azeotrépicas com a agua (Gjineci, 2016) e nao
apresentar contaminacdes de residuos aromaticos como o benzeno ou xilenos, como ocorre
frequentemente com os solventes do tipo hidrocarboneto (Eilerts, n.d.)).

Finalmente, procurou-se desenvolver uma abordagem artesanal, que pudesse ser implementada
num lagar artesanal de pequena ou média dimenséo, partindo-se ndo de bagacgo de tomate, mas sim

de tomate inteiro. Este largar artesanal teria um perfil semelhante ao da empresa que forneceu as
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amostras de azeite (Azeites Tojeira), sendo que poderia pretender fortificar azeite com licopeno

recorrendo a tomate da sua propria producéo.

A Tabela 3.1 mostra o tipo de matriz utilizada e as operacfes unitarias desenvolvidas em cada um

dos métodos experimentais.

Tabela 3.1 — Identificagéo dos métodos desenvolvidos e principais carateristicas.

Cdbdigo de Método Matriz Utilizada Operacdes unitarias

Método A Bagaco de Tomate 1. Emulsificagéo; 2. Filtracdo; 3. Secagem

1. Tritura¢&@o do tomate; 2. Filtrag&o e
prensagem; 2. Disperséo do bagaco de
Método B1 Tomate tomate em acetona; 3. Filtracdo; 4. Extracdo
do residuo a frio; 5. Filtracéo; 6. Eliminagéo
do solvente
1. Trituracdo do tomate; 2. Disperséo do
bagaco de tomate em acetona; 3. Filtragéo;

Método B2 Tomate 4. Extrag8o Soxhlet; 5. Eliminag¢éo do
solvente
i 1. Extracdo Soxhlet; 2. Eliminacdo do
Método C1 Bagaco de Tomate
solvente
Método C2 5 deT ‘ 1. Dispersé@o em acetona,; 2. Filtracéo; 3.
etodo agaco de fomate Extracdo Soxhlet; 4. Eliminacdo do solvente
1. Disperséo em acetona,; 2. Filtracéo; 3.
Método C3 Bagaco de Tomate Extracdo a refluxo; 4. Filtrag&o; 5. Eliminac¢éo

do solvente

Alguns dos métodos referidos acima apresentaram ainda algumas variantes segundo opc¢des de
escolha de solvente ou da utilizacéo de diferentes lotes de matéria-prima.

O método A visou a transferéncia direta do licopeno para o azeite pois apesar da presenga da agua
a grande solubilidade do licopeno em matrizes apolares como 0 azeite poderia permitir esta
transferéncia sem recurso ao uso de solventes organicos.

Os métodos B1 e B2 envolveram a trituracao do tomate e filtracao por pano de algodao e prensagem
do residuo para reduzir o tamanho de particula, homogeneizar a matriz tomate e remover uma
quantidade substancial da agua de vegetacdo; esperava-se assim que na subsequente disperséo do
residuo de tomate em acetona a transferéncia do licopeno fosse facilitada pelo menor teor de 4gua.

No método B1 efetuou-se a extracdo a frio com acetona, para testar esta abordagem mais simples

e econbmica.
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No método B2 pretendeu-se verificar se a extracdo Soxhlet (extracdo a quente) permitia obter
melhores resultados do que na extragdo a frio (método B1).

Os métodos C1, C2 e C3, partiram de bagaco de tomate preparado por centrifugacdo de tomate
inteiro e utilizaram sempre uma operacéo de extracdo a quente.

No método C1 testou-se a extracdo Soxhlet do bagago himido com acetona, para verificar se este
solvente tinha a capacidade de nos primeiros ciclos de extracédo remover a dgua e de seguida remover
o licopeno.

Nos métodos C2 e C3, efetuou-se um passo prévio de remocao de agua por dispersdo em acetona
seguido de um passo de extracdo a quente com acetona, respetivamente por extracdo Soxhlet e por
extracao a refluxo.

A comparacao entre extracao Soxhlet e extracdo a refluxo visou avaliar se 0 aquecimento da matriz,
mais pronunciado no caso da extracdo a refluxo tem um efeito favordvel ou desfavoravel na

transferéncia do licopeno para o solvente de extracéo.

3.1 Transferéncia de licopeno de bagago de tomate para azeite por emulsificagao
(Método A)

O método A (transferéncia de licopeno de bagac¢o de tomate hdimido para o azeite por emulsificagéo)
visou, como foi referido, testar a transferéncia direta de licopeno da matriz para o azeite. Uma vez que
a matriz apresenta alguma suscetibilidade ao aquecimento, este foi evitado para prevenir a eventual
degradacdo dos seus constituintes. Contudo, a emulsificagdo do extrato no azeite possibilitou o
contacto com o ar atmosférico, podendo ter havido oxidag&o da matriz.

A emulsificacéo direta do bagaco de tomate em azeite revelou um rendimento de extracdo de 4,9
mg de licopeno/100 g de bagaco himido, o que podera dever-se a afinidade do licopeno com matrizes
apolares como o azeite (Strati & Oreopoulou, 2011). De notar que a transferéncia ocorreu na presenca
de uma matriz com mais de 90% de agua o que ilustra a grande solubilidade do licopeno no azeite

Nestas condi¢cBes obteve-se uma concentracdo de licopeno no azeite de 9,9 mg/L, o que apesar de
ser suficiente para produzir uma alteragéo na tonalidade do azeite (Figura 3.1) foi bastante inferior ao
valor obtido por Garrido e colaboradores (2012) que produziram um azeite enriquecido em licopeno
com 350 mg licopeno/ L azeite. A razdo para esta diferenca prende-se com o facto de no processo de
extracdo A, se ter realizado a emulsificacdo do bagagco de tomate himido diretamente no azeite
enquanto Garrido e colaboradores, extrairam o licopeno por contacto direto entre o azeite e polpa de
tomate desidratada. Este processo é efetivamente mais eficiente no que se refere a transferéncia do
licopeno para o azeite mas implica o consumo de uma quantidade substancial de energia para garantir
a evaporacao da agua presente no bagaco.

N&o se considerou a hipétese de proceder a emulsificacdo de bagaco previamente seco em estufa
porque, para além de poder ocorrer a degradagéo térmica do licopeno (Knockaert et al., 2012), os
elevados teores de aclcar e proteina do bagaco de tomate favorecem reagcbes de caramelizacédo

(reacBes de Maillard), que alteram a estrutura da matriz e podem limitar a extragéo do licopeno.
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O processo de desidratacdo do bagaco de tomate geralmente exige também o recurso a presséo
reduzida, para acelerar a remogédo da agua, dificultada pela presenca de quantidades importantes de
acucares simples que formam pontes de hidrogénio com a agua dificultando a sua evaporacao; a
pressao reduzida também permite a evaporacédo da agua a uma temperatura inferior a 100 °C e assim
limita fenédmenos como a ja referida caramelizacdo dos aclcares presentes na matriz.

Pelas razBes acima apontadas, ndo se tentaram desenvolver metodologias que envolvessem a
desidratacao térmica do bagaco de tomate, mas sim otimizar processos de extragao alternativos, que
permitissem obter eficiéncias comparaveis, mas a partir de bagaco de tomate hiimido.

No Método A, a separacao entre o azeite e a fase aquosa fez-se por decantagdo apds um periodo
de repouso e ainda se incluiu apés a separacao de fases, uma etapa de tratamento do azeite com um
agente secante (sulfato de sodio anidro), para garantir que a agua transferida para o azeite durante a
emulsificacdo era eliminada; estes passos de secagem com um agente secante e filtracdo conferem
maiores custos e complexidade a este método e nas condi¢fes utilizadas ndo foram completamente
eficientes pois, ap6s alguns dias, surgiu um aroma desagradavel no azeite fortificado que foi atribuido

a proliferacéo de microrganismos, possivel na presenc¢a de alguma agua residual.

A

=R

Figura 3.1 - Amostra de azeite enriquecido diretamente com bagaco de tomate.

3.2 Extracdo de Licopeno a partir de tomate inteiro (Método artesanal)

A extrac@o de licopeno a partir de tomate inteiro foi desenvolvida numa perspetiva de utilizag&o por
produtores de azeite, tipicamente artesanais, que pretendessem efetuar a extracéo de licopeno a partir

de tomate produzido para esse efeito.

A extracdo de licopeno a partir de tomate inteiro foi estudada de acordo com dois métodos
alternativos, B1 (figura 3.2) e B2 (figura 3.3), que se distinguiram por algumas das operagdes unitarias
utilizadas. Estas metodologias pretenderam desenvolver uma abordagem tradicional, valorizando o

tomate como um todo e considerando o seu processamento a partir do fruto inteiro.

Ambos os métodos se iniciam por um passo de trituracéo do fruto inteiro, homogeneizagéo e filtragao
por pano de algod&o; esta filtracdo tem que ser auxiliada por prensagem do filtro de pano contendo o
residuo para auxiliar a separagdo da agua de vegetacao. No passo seguinte, o residuo da filtragdo

(bagaco de tomate) que ainda contém cerca de 90% de agua, é disperso em acetona e sujeito a
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homogeneizagdo mecénica para favorecer a remocao de agua; o volume de acetona foi ajustado até
se atingir uma proporc¢édo de volume de acetona para massa de bagacgo de tomate de 1 mL de acetona/g
de tomate (ph), que impede a solvatacao apropriada das proteinas do tomate por moléculas de agua;
quando esta interacdo é perturbada as proteinas desnaturam, libertando muita agua de solvatacdo e
alterando significativamente a textura e propriedades do bagaco de tomate. Em particular, observou-se
que até atingir esta proporcéo critica de acetona: agua, o0 bagaco de tomate triturado mantém uma
viscosidade que impede a separagéo entre solucdo e solidos suspensos, fazendo com que o passo de
filtragcdo subsequente seja muito mais lento. Quando se ultrapassa este valor limite do volume de
acetona, a insercéo de acetona na esfera de solvatagdo das proteinas, a variagéo da forga iénica do
meio, ou ambos os fatores provocam a alteracéo da estrutura terciaria das proteinas e a filtracdo torna-
se muito mais rapida e eficiente, pois as ligacdes de moléculas de 4gua com a matriz tomate séo

fortemente reduzidas.

A filtracdo da massa de tomate triturada foi efetuada por pano de algodédo (pano crd) pois € um
material utilizado em processamento artesanal de produtos alimentares como o0 queijo ou o requeijao,
e permite uma separacao rapida entre o sélido (massa de tomate) e o liquido (filtrado); no entanto, dada
o0 seu didmetro de orificios do pano as particulas mais pequenas da polpa precipitada passam com o

filtrado, mas representam uma fragéo reduzida da massa total precipitada.

O liquido filtrado contém a agua de vegetacdo do tomate bem como alguma polpa e pode ser
diretamente incluido em alimentacdo animal ou humana; no entanto dada a sua riqueza em agucares
e outros nutrientes deve ser rapidamente utilizado ou estabilizado por pasteuriza¢do caso se pretenda

armazena-lo para utilizacéo posterior.

Ap6bs a dispersao do bagacgo de tomate em acetona também o liquido filtrado contém alguma &gua
de vegetacao, dgua de solvatacdo dos componentes do fruto e ainda a acetona adicionada bem como
agucares, acidos organicos e aminoacidos que sao sollveis em agua e em misturas de agua com
acetona. Este filtrado, na forma em que € recolhido é bastante estavel porque a presenca de acetona
impede a proliferacdo de microrganismos. Uma fracdo da acetona (cerca de 26 % v/v) perde-se por
evaporacao durante a filtrac@o a vacuo subsequente, porque laboratorialmente esta filtragéo é efetuada
a temperatura ambiente e em sistema aberto, mas num processo a uma escala piloto ou industrial,
pode efetuar-se esta separacdo de fases num sistema fechado e com refrigeracdo apropriada para
garantir a recuperacao quase total da acetona adicionada. Por exemplo, no passo de eliminacéo da
acetona, que é realizado por destilagédo simples, a pressado atmosférica as perdas de acetona oscilaram
entre 0,7% (v/v) e 3,7% (v/v) mesmo sem refrigerar o recipiente de recolha e efetuando a condensacéo

a cerca 15°C.

O liquido remanescente apés a evaporacao da acetona é uma solu¢do aquosa rica em nutrientes,

que foi caracterizada de forma poder sugerir processos adequados a sua valorizagéo (secdo 3.6.1).

Como foi referido, os dois métodos B1 e B2 distinguem-se pelo método de extracdo aplicado ao
bagaco de tomate tratado pela dispersdo em acetona, extracéo a frio com acetona no caso do método

B1 e extracdo Soxhlet com acetona no caso do método B2.
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Foi também avaliada a quantidade de fibra de tomate remanescente apos esse passo de extragao.
Este residuo sélido contém quantidades significativas de pectina (fibra soltvel), as sementes ricas em
Oleo vegetal polinsaturado e alguma celulose das paredes celulares vegetais (fibra insoltvel). Este é,
portanto, um material com um valor nutricional e nutracéutico que pode ser valorizado como aditivo na

alimentacdo humana.

Tomate Inteiro (100 g)

1. Trituragéo l 2. Filtragdo por
pano de algodéo
L
f \

Filtrado (72,8 mL) + Bagaco de tomate (20,9 g)
Valorizagéo 1. Disperséo em l 2. Filtragdo
acetona
[ 1 1
Filtrado (solugéo agua: "
acetona), (12.4 mL) Bagaco de tomate tratado
Recuperacéo da Extragéo com l
acetona acefona a frio
; ! \ f ! 1
Solugdo aquosa Acetona Solucso de Residuo de
G 6,6 mL + recuperada extrato bruto | *| tomate extraido
3 pg de licopeno de licopeno (3,89
Recuperagéo l
v da acetona
Xaropes de frutose f : \
Beblda§ fermentadas Extrato bruto de
Bioetanol Acetona " licopeno
Suplementos para ragées recuperada (8 ug de licopeno)

Figura 3.2 - Esquema ilustrativo das operac¢fes unitérias realizadas para o0 método B1.

Os produtos finais recuperados através deste método a partir de 100g de tomate fresco sao

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Produtos obtidos a partir de 100 g de tomate pelo método B1.

100 g de tomate

Solucédo aquosa com Residuo de tomate .
. : Massa de licopeno

nutrientes extraido (1)

(mL) (9. ph) Ho
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84,8 3,8

A presenca de cerca de 33% de agua no extrato bruto proveniente da extragdo com acetona a frio

podera ter limitado a extracdo a partir do bagago tratado.

Como a extracdo a frio envolveu um Unico passo de extragcdo, ou seja, uma extracdo simples,

decidiu-se comparar este procedimento com uma extracao miltipla, a quente, efetuando a extracéo

Soxhlet do bagaco tratado (Método B2).

Tomate Inteiro (100 g)

2. Filtrag&do por

1. Trituragéo l
pano de algodé&o

A
f |

acetona), (23,2 mL)

tratado (8,6 g)

Filtrado (72,8 mL) + Bagaco de tomate (20,9 g)
Valorizag&o 1.Dispers&o em l 2. Filtrag&o
acetona
I . 1
Filtrado (solucdo agua: + Bagaco de tomate

Recuperagéo l Extragdo Soxhlet
da acetona com acefona
f . \ [ . \
Solugéo Acetona Soluca Residuo d
G + cao de esiduo de
aguosa recuperada extrato bruto | + | tomate extraido
de licopeno (2,6 9)
Recuperagéo l
v da acetona

A

Xaropes de frutose f

!

Bebidas fermentadas
Bioetanol Acetona +
Suplementos para ragées recuperada

(140 pg de licopeno)

Extrato bruto de
licopeno

Figura 3.3 — Esquema ilustrativo das opera¢des unitarias realizadas para o0 método B2.

A extracdo a quente através do método Soxhlet promove um contacto sucessivo do bagaco de

tomate tratado com acetona em cada ciclo de extracdo, ficando a dgua e o licopeno extraidos no baldao

de extracdo enquanto a acetona circula entre o bal&o e o extrator. Desta forma nos primeiros ciclos de

extracdo a acetona dissolve a agua presente no bagaco tratado trazendo-a para o baldo e nessas

condi¢bes dissolve pouco licopeno; no entanto, a medida que o bagaco de tomate vai ficando

desidratado a acetona contacta com a matriz numa forma cada vez mais isenta de agua, pelo que

consegue dissolver bastante mais licopeno. Os ciclos de extracao foram prosseguidos durante um
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periodo de cerca de 3h até se comprovar visualmente que o bagaco de tomate tinha uma cor
esbranquicada indicando que o licopeno presente no bagago tinha sido totalmente extraido. Os
produtos obtidos com o método B2 apresentam-se na Tabela 3.3 e pode observar-se que a quantidade
de licopeno extraido aumentou bastante relativamente ao método B1 (extracédo simples a frio) quando

a extracao foi realizada a partir da mesma massa de bagaco de tomate humido (tabelas 3.2 e 3.3).

Tabela 3.3 — Produtos obtidos a partir de 100 g de tomate, com o0 método B2.

100 g de tomate

Solucédo aguosa com Residuo de tomate .
. ; Massa de licopeno

nutrientes extraido (ug)

(mL) (9. ph) HO

77,0 2,6 140

A aplicacdo de extragdo a frio com solvente organico permite apenas a saida da agua presente e
de uma quantidade residual de carotenoides, enquanto no método B2, a extragdo mudltipla e o
aguecimento terdo possibilitado uma extracdo de licopeno mais eficiente. O método B2 requer um
aquecimento prolongado (3h) mas a uma temperatura moderada (cerca de 53°C) o que pode ser
facilmente assegurado por uma fonte de energia renovavel como energia solar tornando o processo
bastante sustentavel. As varia¢des no residuo de bagaco extraido resultam de flutua¢des no processo
de dispersdo em acetona e filtracdo para isolamento do bagaco, durante os quais pode haver maior ou
menor separacdo entre polpa e pele. No entanto, a polpa néo retida no passo de filtracdo pode ser
recuperada mais tarde a partir da solu¢do aquosa com nutrientes, que é a fase na qual sera retida.
Submetendo todo o filtrado a uma filtracdo adicional, sob vacuo, mas utilizando papel de filtro, foi
possivel recolher toda a polpa de tomate em suspensao, e submeté-la a extracdo Soxhlet com acetona
até recuperar todo o licopeno presente nesta polpa residual, tendo-se obtido quantidades inferiores a 5
Mg, para uma quantidade inicial de tomate de 100g.

A solugdo aquosa com nutrientes contém uma variedade de nutrientes como acguUcares, acidos
organicos e componentes minerais que suportam o crescimento de microrganismos pelo que € um meio
liquido adequado a processos fermentativos; assim pode ser valorizada como substrato para produgéo
de uma bebida fermentada ou de etanol. Esta solu¢do pode ainda ser utilizada como suplemento para
racdes animais desde que consumida de imediato, pois a sua rigueza de nutrientes ndo permite o seu

armazenamento prolongado, mesmo refrigerada.

Por outro lado, dado que é um liquido rico em agUcares presentes na agua de vegetacédo do tomate
e extraidos da sua polpa sabe-se que deverd ter percentagens elevadas de frutose, um aglcar com
menor indice glicémico que a glucose. Assim uma aplicacéo possivel deste liquido € a sua desidratacao

parcial para produzir um xarope de glucose e frutose, um produto com interesse para o sector alimentar.
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3.3 Extracédo de Licopeno a partir de bagaco de tomate (Método industrial)

A extracdo de licopeno a partir de bagaco de tomate produzido nas indistrias de processamento
deste fruto foi designada como processo industrial pois corresponderia a uma valorizagao deste residuo
agroindustrial para producéo de subprodutos de valor acrescentado.

Este processo foi estudado segundo trés métodos alternativos C1 (figura 3.4), C2 (figura 3.5) e C3
(figura 3.6) que tal como nos métodos anteriores se distinguiram por algumas das operacdes unitarias
utilizadas. A extracdo de licopeno através de bagaco de tomate baseia-se na utilizacdo das
metodologias Soxhlet e refluxo que usam a temperatura como auxiliar de extracdo e a acetona como

solvente.

Bagaco de Tomate Humido

(27649)

Extracdo Soxhlet l

|

Solugao de extrato bruto de Residuo de Tomate Extraido

Licopeno (mL) * (9)

Recuperacdoda l

Acetona |
[ ]
Acetona Extrato bruto de licopeno (18 g de
+
recuperada (mL) licopeno)

Figura 3 4- Esquema ilustrativo das operac8es unitarias realizadas para o método C1.

Tabela 3 4- Produtos obtidos a partir de 100 g de tomate, com o método C1.

100 g de tomate

Solugéo aguosa com Residuo de tomate ]
. ; Massa de licopeno
nutrientes extraido (L)
(mL) (9. p ) Ho
- - 18

A figura 3.5 mostra as operacdes unitarias realizadas para obtencéo de licopeno através de
extracdo Soxhlet com disperséo inicial do bagaco de tomate himido.
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Bagaco de Tomate Himido
(46,69)

1.Disperséo em acefona ‘ 2. Filtrag&o por pano de algodéo

|
[ |

Filtrado (solug3o agua: Bagaco de Tomate

acetona), (83,3 mL) Tratado (11g)
Recuperagdo da Acefona l Extragéo Soxhlet l
[ l ) I
[ 1
Acetona
recuperada + Solugo aquosa Solucéo de extrato Residuo de tomate
P bruto de Licopeno (mL) + extraido (1,8 g)

i Recuperagdo da acetfona

A
[ )

Acetona Extrato bruto de licopeno
Xaropes de frutose -

Bebidas fermentadas recuperada (mL) (717 ug de licopeno)

Bioetanol
Suplementos para ragdes

Figura 3 5- Esquema ilustrativo das operac8es unitarias realizadas para o método C2.

A extracdo Soxhlet que utiliza disperséo inicial do bagaco de tomate foi mais eficiente na extragéo
de licopeno do que quando nao é usada disperséo inicial do bagago de tomate (tabelas 3.4 e 3.5). A
disperséo inicial da matriz em acetona tera permitido a saida da maior parte da agua presente. A
existéncia de agua em pequenas quantidades na matriz permite que durante ndo hajam interferéncias
da agua. Isto acontece porque a acetona € um solvente polar permitirh numa primeira fase a extracado
da 4gua (polar) e a respetiva precipitacdo das proteinas constituintes, possibilitando uma eficiente
extracdo do licopeno. Uma vez que o acetato de etilo é considerado um solvente ideal para extrair o
licopeno (Rath, 2007) testou-se também a eficiéncia de extracéo deste solvente,

O acetato de etilo extraiu 5/10 vezes menos licopeno do que a acetona, porque apesar de ser mais
apolar e, portanto, ter uma boa capacidade de dissolugéo de licopeno é imiscivel com agua, pelo que
ndo tém a mesma capacidade que a acetona. Para além disso verificou-se diferenga na massa de
licopeno obtida para ambas as extragdes com acetona, o que podera dever-se a diferenga nos lotes de

tomate utilizados. A quantidade de licopeno podera ser diferente entre lotes de tomate (tabela 3.5).
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Tabela 3.5 - Produtos obtidos a partir de 100 g de tomate, com o método C2.

100 g de tomate fresco

Método/Solvente de Sl .aquosa ~EEieue d? Massa de
extracio Lote de nutrientes tomate extraido licopeno (mg)
(mL) (9, p, sa)
C2.1/Acetona 2 - 1,6 460
C2.2/Acetato de Etilo 3 = 2,3 74
C2.3/Acetona 3 25,1 18 709

O método Soxhlet torna-se excessivamente moroso e energeticamente exigente, pois os ciclos de
extracdo tém a duracdo aproximada de 4 horas. Por outro lado, possibilitaria a degradacao térmica da
matriz, uma vez que periodos mais longos do que 1 hora de extracdo induzem a isomerizagao do
licopeno (converséo cis-trans) (Ho et al., 2015). Por forma a reduzir o tempo de extracdo testou-se a
extracdo do licopeno a refluxo. A extragéo a refluxo permite o contacto direto da matriz com o solvente
de extragdo (acetona) e reduz a duracéo da extragcdo para 2 a 3 ciclos de 15 minutos. As operacdes

unitérias realizadas encontram-se descritas na figura 3.6.

Bagaco de Tomate

Humido (42,7 q)
— ‘ 2. Filtragdo por pano
1.Dispersdo em acetona | de algoddo
| |
Filtrado (solugdo agua: Bagago de Tomate
acetona), (76,8 mL) Tratado (13,2 g)
Recuperagdo *
da Acetona Extragdo a *
I . 1 Refluxo
Acetona . Agua de i ' Y
recuperada (mL}) vegetacdo (mL) Solugdo de extrato Residuo de
bruto de Licopeno * tomate
extraido (1,59)
Recuperacéo * (199
da acetona
I |
Xaropes de frutose Acetona rel:_:uparada . Extrato bruto de licopeno
Bebidas fermentadas (mt) (7401g ds licopeno)
Bioetanol

Suplementos para ragoes

Figura 3.6 - Esquema ilustrativo das operacdes unitérias realizadas para o método C3.

Pela analise das tabelas 3.5 e 3.6, os resultados revelam uma performance superior da tecnologia

de extragdo a refluxo comparativamente com a extracdo Soxhlet, tendo-se obtido 0,709 mg de licopeno
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e 1,45 mg de licopeno, respetivamente. A par do que aconteceu para o método C2, neste também se
verificaram diferencas na massa de licopeno obtida para os diferentes lotes de tomate usados. A
exposicdo direta da matriz ao calor e respetivo contacto direto com o solvente terdo permitido a
disrupcdo das membranas celulares do bagaco de tomate (Fielding et al., 2005) e melhoria da sua
solubilidade (Ho et al., 2015) facilitando a migracdo de licopeno para o solvente. A elevada relagédo
solvente/ bagaco de tomate tera permitido uma migracdo de carotenoides para o solvente de forma
quase imediata. A posterior evaporacdo da acetona, que teve como objetivo garantir a inocuidade do

extrato, revelou-se um processo relativamente facil e rapido de executar.

Tabela 3.6 - Produtos obtidos a partir de 100 g de tomate, com o método C3.

100 g de tomate fresco

. Solucéo aquosa Residuo de tomate Massa de licopeno
Método Lote : .
de nutrientes (mL) extraido (g, p, sa) (Vs))
C31 3 12,8 15 1450
C3.2 4 12,0 1,3 740

Os rendimentos de extrato mais elevados foram obtidos para o0 método B1, os quais poderéo ter
sido favorecidos pela elevada relacéo solvente/residuo de tomate himido utilizada. Esta superioridade
verificou-se para todos os pardmetros de rendimento de extrato obtidos e os rendimentos mais baixos
foram obtidos para o0 método em que se testou a extracdo de licopeno a frio (B1) (tabela 3.7). A
concentracao de licopeno nos extratos mais elevada foi obtida para ambas os ensaios relativos a
extracdo a refluxo e, tal como seria expectavel, verificou-se a concentracao mais baixa para a extracao

de licopeno a frio (tabela 3.7).

Os rendimentos de licopeno mais baixos foram, mais uma vez, obtidos para o ensaio de extracdo
de licopeno a frio, bem como a extracdo Soxhlet de bagaco de tomate humido, que se revelou
ineficiente. Os valores de rendimento de licopeno mais elevados pertencem aos ensaios C2.3 e C3.1,
que se referem a uma extracdo Soxhlet e a uma extracdo a refluxo, respetivamente. Nestes ensaios foi
utilizado o mesmo lote de tomate, o qual poderia conter um teor de licopeno superior aos restantes
(tabela 3.8).

A fibra de tomate representa o residuo de tomate extraido apds a evaporacao total do solvente de
extracdo. Os rendimentos de fibra de tomate mais elevados foram 57,71g/100 g de tomate fresco e
44,65g/100 g de tomate fresco, em peso apds a evaporagdo do solvente (tabela 3.8). Ambos os valores
se referem a extrages Soxhlet. Neste tipo de extracdo a matriz fica isolada do solvente, uma vez que
se encontra no interior de um cartucho, ao contrario da extracédo a refluxo em que a matriz se encontra
em contacto direto com o solvente. Este contacto direto favorecera a perda de fibra de tomate porque
antes da evaporacdo do solvente este tera que ser filtrado, podendo haver perdas de fibra de tomate

durante esta operagao.
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Tabela 3.7 — Resultados de rendimentos de extracao de licopeno obtidos para as diferentes frag6es de tomate, em peso humido e em pesos sem acetona, e
respetivas concentracfes de licopeno, considerando os métodos de extracao de testados.

Rendimento de extrato (g/ 1009)
Concentracédo de licopeno no

Ensaio Tomate Bagaco de tomate Bagagco tratado extrato (mg/g)
Ph P,sa Ph P,sa Ph P,sa

B1 0,011 0,662 0,0529 0,814 - - 0,18

B2 0,30 18,01 1,44 22,15 9,55 22,75 0,47

Cc1 - - - - - - -

Cc21 0,29 17,55 0,87 13,33 2,53 6,02 1,57
Cc2.2 0,1 6,12 0,3 4,65 0,91 2,16 0,69
c2.3 0,34 20,05 0,99 15,22 2,88 6,85 2,28
C3.1 0,24 14,25 0,51 7,87 2,10 4,99 6,10
C3.2 0,17 9,93 0,39 6,01 1,37 3,26 3,88
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Tabela 3.8 — Resultados de rendimentos de licopeno obtidos para as diferentes fracGes de licopeno, em peso himido e em peso sem acetona, e respetivo
rendimento de fibra de tomate em peso himido e peso seco, considerando os métodos de extragéo testados

Rendimento de licopeno (mg/100 g) Rendimento de fibra de tomate (g/100 g)

Ensaio Tomate Bagaco de tomate Bagaco tratado Tomate fresco

Ph P,sa Ph P,sa P,sa P,sa Ph P,sa
B1 0,01 0,66 0,05 0,81 - - 1,58 94,48
B2 0,14 8,46 0,68 10,41 4,49 10,69 11 65,9
Ci 0,02 1,09 0,07 1,01 - - - -
c2.1 0,46 27,49 1,36 20,87 3,96 9,43 0,66 39,45
c2.2 0,07 4,45 0,22 3,38 0,66 1,58 0,96 57,71
c2.3 0,71 42,41 1,52 23,43 6,08 14,48 0,75 44,65
C3.1 1,45 86,97 3,12 48,03 12,80 30,47 - -
C3.2 0,65 38,70 1,52 23,45 5,33 12,70 0,60 35,67
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3.4 Caraterizacao funcional dos extratos de licopeno

Os extratos de licopeno preparados ao longo deste trabalho foram caraterizados quanto a sua
capacidade antioxidante, através dos testes de redugéo férrica (FRAP) e de atividade anti-radicalar
(DPPH). A caraterizacdo funcional dos extratos de licopeno, para além de permitir avaliar a capacidade
antioxidante, permite também a comparacdo dos extratos com o azeite fortificado com os respetivos

extratos.

3.4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de uma amostra pode ser exercida através de diferentes mecanismos, com
carateristicas fisico-quimicas distintas. N&o existe nenhuma metodologia que abranja todos os
mecanismos antioxidantes de um sistema, por isso foram utilizados diferentes ensaios de avaliagdo da
capacidade antioxidante, de modo que fosse possivel obter informacédo de forma mais realista. O teste
FRAP realizado aos extratos de licopeno extraido do bagaco de tomate atraves de refluxo mostrou uma
capacidade antioxidante de 0,32 mM de equivalentes de Sulfato Ferroso por litro de extrato (tabela 3.9).
A atividade antirradicalar dos extratos testados obtida foi 16,20 mg de equivalentes de Trolox por litro

de extrato (tabela 3.9).

Tabela 3.9 — Resultados obtidos para os testes de atividade antioxidante (FRAP e DPPH) aplicados
aos extratos de licopeno.

Teste Teor nos extratos
FRAP (mM ESF/L) 0,32
DPPH (mg ET/L) 16,20

3.5 Fortificacdo do azeite com licopeno e caraterizagdo funcional do azeite fortificado

O azeite fornecido pela empresa “Azeites Tojeira” foi fortificado com extratos de licopeno, sendo que
este poderd exercer atividade antioxidante méaxima ao nivel das membranas celulares e respetiva
interacdo com os componentes lipidicos, devido a sua forte afinidade com matrizes lipidicas. (Agarwal
& Rao, 2000). O azeite fortificado foi, posteriormente, caraterizado quanto ao teor de compostos
fendlicos totais, através do método Folin-Ciocalteu e quanto a atividade antioxidante, através dos testes
FRAP e DPPH. Mostrou-se relevante caraterizar tanto os extratos incorporados no azeite como o
proprio azeite fortificado, uma vez que é importante compreender o comportamento antioxidante do

extrato na presenca do azeite.
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3.5.1 Concentracgédo de licopeno

Apo6s a producdo dos extratos procedeu-se a fortificagdo do azeite. O azeite foi fortificado com os
extratos de licopeno provenientes da extracdo a refluxo do bagaco de tomate. A transferéncia do
licopeno para o azeite fez-se por emulsificacdo do mesmo no extrato de licopeno. Por forma a averiguar
a passagem do licopeno para o azeite, calculou-se a sua concentracdo apés emulsificacéo, tendo-se

obtido 15,2 ug de licopeno por litro de azeite, partindo de 0,91 g de extrato bruto de licopeno.

3.5.2 Andlise de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu

A determinagdo do teor de compostos fendlicos foi realizada através da aplicacdo do Folin-
Ciocalteu, tendo os resultados sido expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por litro
de azeite. Para que fosse possivel considerar como negligenciaveis as interferéncias causadas por
outros compostos presentes na matriz, que nao fossem os que se pretendia estudar, fez-se um ensaio

em branco. Este ensaio consistiu na utilizacdo de um solvente adequado em detrimento da amostra.

Procedeu-se a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais presentes nas amostras de
azeite sem fortificacdo (azeite virgem extra) e nas amostras de azeite fortificado com extrato de licopeno
obtido por extracao a refluxo. A determinacéo do teor de compostos fendlicos totais nas duas amostras
permite avaliar o comportamento do extrato de licopeno, quanto a sua composicdo fendlica, na

presenca do azeite.
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Figura 3.7 - Resultados obtidos para o teste de Folin-Ciocalteu do azeite sem fortificacdo e do azeite
fortificado com extrato de licopeno.

Os resultados obtidos mostram que o teor de compostos fenélicos no azeite fortificado com licopeno
€ superior ao azeite sem fortificacao (figura 3.7). Tal como seria expectavel existe diferenca entre as
amostras analisadas. Embora o azeite virgem extra seja rico em compostos antioxidantes,

especialmente compostos fendlicos lipofilicos e hidrofilicos (El Riachy et al., 2011), a adigao de extrato
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de licopeno parece melhorar ligeiramente o teor de compostos fenélicos no azeite. O extrato de licopeno
isoladamente ndo apresenta, aparentemente, um teor de compostos fendlicos relevante, mas a sua
incorporacdo no azeite podera melhorar a sua biodisponibilidade e, consequentemente o aumento

composicao fendlica do azeite.

3.5.3 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método FRAP

A avaliacdo da capacidade antioxidante através do método FRAP consistiu na avaliagdo da
atividade de reducao do Fe(lll) a Fe(ll) pelos compostos antioxidantes presentes na amostra. A
determinacéao foi feita em meio acido (pH 3,6), podendo obter-se uma coloracao azul intensa, a uma

absorvancia maxima de 593 nm.

O poder de reducao férrica (FRAP) foi medido no azeite sem fortificagcao e no azeite fortificado com
extrato de licopeno obtido da extracdo a refluxo de bagaco de tomate. Esta determinagdo permitiu
comparar a capacidade antioxidante do extrato de licopeno isoladamente e na presenca de azeite, bem
como a diferenca entra o azeite simples e o azeite fortificado com extrato de licopeno. Os resultados
obtidos para o teste FRAP sdo expressos em mM de equivalentes de Sulfato Ferroso (ESF) por litro de
azeite. A fortificacdo de azeite com extrato de licopeno melhora a capacidade antioxidante da matriz
(figura 3.8).

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR FRAP

) =
LL [o)]
a =)
o S

L [e6]

s o

=3

w

=

Z

<

a)

X

@)

'_

Z

<

w

[a]

<

a

O

<

o

<<

O

AZEITE SEM FORTIFICAGCAO AZEITE FORTIFICADO COM

EXTRATO DE LICOPENO

Figura 3.8 - Resultados obtidos para o teste FRAP do azeite sem fortificacdo e do azeite fortificado com
extrato de licopeno.

O conhecimento do potencial antioxidante em alimentos in vitro ndo indica estritamente a sua
capacidade in vivo, uma vez que esta é afetada por diversos fatores, entre eles, a biodisponibilidade.
Alguns antioxidantes séo absorvidos, transportados e retidos em locais especificos das células, tecidos

e fluidos biolégicos (Niki, 2010). Quando incorporado na alimentacdo humana o azeite fortificado com
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licopeno podera ter um potencial antioxidante diferente do obtido nos estudos realizados. Garrido e
colaboradores (2013) avaliaram a capacidade antioxidante urinaria, apos a ingestdo de azeite
enriquecido com licopeno, em humanos. Os autores concluiram que incluséo de licopeno em azeite
virgem extra melhora as propriedades antioxidantes do azeite e a sua biodisponibilidade no organismo
humano.

3.5.4 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

No teste de reducao do radical DPPH a maior capacidade antioxidante € dada pelo decréscimo na
concentracdo de equivalentes Trolox (ET). Tal como para os métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante supramencionados, para o método DPPH também foram medidos os diferencias entre o
azeite simples e o azeite fortificado com extrato de licopeno extraido de bagaco de tomate através de
refluxo. Os resultados obtidos revelam que a adicdo de extrato de licopeno ao azeite se traduz numa
melhoria da capacidade antioxidante, ou seja, o azeite fortificado com extrato de licopeno apresenta

uma capacidade sequestradora de radicais livres superior ao azeite nao fortificado.

Ao contrario do que aconteceu no teste FRAP, neste teste os extratos de licopeno mostraram um
poder antioxidante superior ao de qualquer um dos azeites analisados (16,20 mg ET/L). Os resultados
sugerem que 0s extratos apresentam uma capacidade anti-radicalar mais elevada do que qualquer
uma das amostras de azeite. Por outro lado, os extratos de licopeno foram incorporados no azeite a

frio pelo que a sua biodisponibilidade podera ser baixa.
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Figura 3.9 — Resultados obtidos para o teste DPPH do azeite sem fortificacdo e do azeite fortificado
com extrato de licopeno.
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3.6 Valorizacdo dos sub-produtos

Ao longo do processo da preparacéo dos diversos extratos de licopeno obtiveram-se subprodutos
que incluem a agua de vegetacéo resultante da evaporacao da acetona apés a dispersao do bagaco
de tomate e a pectina, que é o residuo sélido obtido apds evaporacéo do solvente presente no bagaco
de tomate. Estes subprodutos foram caracterizados de acordo com pardmetros que se consideraram
relevantes tendo em conta a sua valorizacdo, tornando a producdo de extrato de licopeno com

sustentavel do ponto de vista ambiental.

3.6.1 Caracterizacdo das solu¢des aquosas (dgua de vegetacdo) resultantes do tratamento
do bagaco de tomate

Apés a dispersdo do bagaco de tomate fresco com acetona para remover a agua em excesso e
promover a desnaturacdo das proteinas obtém-se um filtrado que contém o solvente de extragéo
(acetona), 4gua de vegetacdo e diversos compostos polares dissolvidos, em particular, acglcares,
acidos orgéanicos e componentes minerais, entre outros. Estes componentes estavam presentes na
agua de vegetagdo do tomate ou na sua polpa e séo extraidos pela solugdo de acetona agua durante

a etapa de disperséo do bagaco.

Procurou-se identificar os principais compostos presentes nesta solugdo, ndo sé devido ao valor
econdémico atribuido, mas também devido a possibilidade de excesso de nutrientes na matriz, que

impossibilitara a sua descarga para as massas de dgua sem qualquer tratamento prévio.

A acetona utilizada na disperséo pode ser recuperada quase totalmente, por destilacdo simples uma
vez que se trata de um solvente com um ponto de ebulicdo bastante inferior & 4gua e que néo

azeoOtropos com este liquido.

Por cada 100 g de bagago de tomate himido aos quais se adicionaram 150 mL de acetona,

recuperou-se 180 a 200 mL de filtrado, contendo x% de agua residual.

Foi possivel eliminar a acetona por destilacdo simples com um rendimento de recuperagéo de
73,8+5,5% (v/v); a acetona que nédo foi recuperada volatilizou-se sobretudo durante a filtracdo a vacuo
pois a acetona, quando colocada a baixa presséo evapora facilmente mesmo a temperatura ambiente.
Estas perdas poderao ser evitadas num sistema a escala industrial efetuando esta filtragdo noutras

condi¢cbes e nomeadamente em sistema fechado.

A solucdo aquosa residual obtida ap6s a eliminacdo da acetona foi caracterizada quanto ao seu
peso seco, teor de aglcares totais, teor de fosforo total e teor azoto total. Os resultados obtidos sao

apresentados na tabela 3.10.
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Tabela 3.10 — Resultados obtidos para humidade, acgucares totais, fésforo total e azoto total do filtrado.

Parametro Teor no filtrado
Peso seco (g/100 mL) 3,99
Aclcares Totais (g/100 cm?) 5,32
Fosforo total (mg/L) 136,49
Azoto total (g/L) 0,0063

3.6.2 Rendimento de fibra de tomate

A fibra de tomate considerada é o produto resultante do bagaco de tomate utilizado para extragéo
do licopeno, e evaporacao total do solvente. Os rendimentos obtidos para a fibra de tomate

apresentam-se na tabela 3.11.

Tabela 3.11 — Resultados obtidos para os rendimentos de fibra de tomate.

Rendimento fibra (g/100 g de bagaco de tomate
centrifugado)

7,20 1,20

Rendimento fibra (g/100 g de tomate)

O rendimento obtido tendo em consideracéo o bagaco de tomate utilizado € superior ao rendimento

em massa de tomate porque, a massa de tomate € sempre superior & massa de bagaco utilizada.
3.6.3 Humidade do bagaco de tomate

Foram determinados os teores de humidade para o bagaco de tomate sem tratamento e para o
bagaco de tomate tratado com acetona. Os resultados obtidos encontram-se expressos na tabela

3.12.

Tabela 3.12 — Resultados obtidos para os teores de humidade presentes no bagaco de tomate com e
sem tratamento com acetona.

Condicao (bagaco de tomate) Humidade (% m/m)
Sem tratamento 6,5
Tratamento com acetona 17

O bagaco de tomate sem tratamento com solvente organico apresenta um teor de humidade inferior
ao bagaco de tomate tratado com acetona. Esta diferenca pode dever-se ao rompimento das células
da matriz pela agdo da acetona, que levou a uma maior libertagdo de agua presente no bagaco de

tomate.
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A incorporacdo direta do extrato de licopeno representa uma mais-valia, uma vez que ambos ambas
as matrizes apresentam propriedades benéficas para a salide humana. Tem-se verificado um interesse
crescente das populagdes em novos produtos que incluam uma componente nutricional e nutracéutica,
para além disso o licopeno apresenta melhor absor¢éo no organismo humano quando se encontra em
contacto com matrizes lipidicas. Durante o desenvolvimento deste trabalho foram testadas diferentes
metodologias de extracdo de licopeno a partir de bagaco de tomate ou de tomate triturado. Foram

testadas formas de incorporacéo direta no azeite, extracao de licopeno a quente e a frio.

O método, em que foi utilizada acetona como solvente, apresentou-se como o0 melhor em matéria
de rendimento de licopeno. Considerou-se a extracdo a refluxo mais vantajosa do que a extragédo
Soxhlet devido ao menor consumo de energia, duracao da extracdo, uma vez que 0 menor tempo de
extracdo limita a degradacao térmica do licopeno; obtiveram-se concentra¢cfes elevadas de licopeno

aquando da utilizacdo desta metodologia.

A concentracdo de licopeno presente nos extratos e no azeite fortificado foi, finalmente, avaliada
através de espetrofotometria visivel, a um comprimento de onde de 503 nm. A atividade antioxidante
do azeite fortificado com extrato de licopeno, avaliada através dos métodos FRAP e DPPH, mostrou-
se superior a obtida nos extratos brutos de licopeno (para os mesmos métodos). O azeite fortificado
apresentou um teor em compostos fendlicos elevado, o qual foi obtido através do teste de Folin-
Ciocalteu. Os resultados obtidos para o teste de sequestracdo do radical DPPH nos azeites néo
correspondeu ao que seria expectavel: o azeite sem fortificacdo apresenta valores de atividade
antioxidantes superiores ao azeite fortificado com extrato de licopeno, 178,99 mg ET/L e 153,43 mg

ET/L, respetivamente.

Os subprodutos obtidos da producéo de extrato de licopeno, o filtrado e a fibra de tomate, poder&o
ser valorizados e reintegrados num sistema de produgdo. O filtrado podera complementar racdes
animais, uma vez que, apresenta teores nutricionais importantes, especialmente fosforo (136,49 mg/L)
e agucares (5,32 g/100 cm?), por outro lado numa escala mais tradicional, podera ser utilizado como
agua de regadio para diversas culturas. A polpa de tomate apresenta um teor de fésforo (19,07 mg/kg)
e aclcar (2,66 % m/m) inferior ao obtido para o filtrado, embora o contelildo em azoto total seja superior
(1,72 g/100 g). A polpa de podera ser incorporada em pasta de azeitona, um produto que pode ser
utilizado para barrar no pao ou para utilizar como tempero culinario, permitindo aliar as propriedades
nutricionais e nutracéuticas do azeite e do tomate num nico produto. A fibra de tomate que é o residuo
sélido obtido do bagago de tomate apdés completa evaporagdo do solvente organico utilizado na
extracdo de licopeno, podera ser utilizado como fibra na forma bruta para ser incorporado em gelatinas
em pgd, em polpa de tomate para melhorar a consisténcia ou em qualquer produto que necessite de

obter uma consisténcia especifica.
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Anexos

Anexo | — Retas de Calibracao

Reta de calibracao - Teste FRAP
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Figura Al.1 — Reta de calibragdo utilizada para o teste FRAP dos extratos de licopeno.

Reta de calibracao - Teste DPPH
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Figura Al.2 — Reta de calibrag&o utilizada para o teste DPPH dos extratos de licopeno
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Reta de calibracao - Fendlicos totais
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Figura Al1.3 - Reta de calibracéo utilizada para o teste Folin do azeite sem fortificagdo e do azeite
fortificado com extrato de licopeno.

Reta de calibragao - Teste FRAP
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Figura Al.4- Reta de calibragéo utilizada para o teste FRAP do azeite sem fortificacdo e do azeite
fortificado com extrato de licopeno.
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Reta de Calibracao - Teste DPPH
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Figura Al 5- Reta de calibracdo utilizada para o teste DPPH do azeite sem fortificacdo e do azeite
fortificado com extrato de licopeno.
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