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Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais - Objectivos -

Este projecto teve como principal objectivo explorar as potencialidades da tecnologia
supercritica, uma tecnologia limpa que permite a extraccdo selectiva de compostos, no
desenvolvimento de ingredientes biofuncionais derivados de matrizes naturais. A
extraccdo supercritica € apelativa por se tratar de uma operagdo que conserva as
propriedades dos compostos biofuncionais e por de tratar de um tipo de extraccao
altamente selectivo que néo utiliza solventes organicos. A utilizacdo desta tecnologia
permite contornar os problemas existentes quando se recorre aos processos tradicionais
de extraccdo, como a necessidade de etapas adicionais de purificacdo/remocédo destes

solventes que na sua grande maioria sao prejudiciais para a saude.

Numa primeira etapa do estudo pretendeu-se explorar a potencialidade da utilizacdo da
tecnologia supercritica para extrac¢do de compostos bioactivos a partir de sub-produtos
de azeitona, o caroco e 0 bagaco de azeitona, e avaliar a potencialidade da sua utilizacdo

na inddstria.

Numa segunda etapa, o objectivo foi avaliar a viabilidade de aplicar a extraccéo
supercritica como um segundo passo num processo integrado de extraccdo para
aumentar a selectividade relativamente aos compostos singulares que apresentam
bioactividade. A matriz escolhida foi o refugo de cereja (fruto, carogo e pedinculos)
com o intuito de dar continuidade ao trabalho em curso no laboratério de acolhimento,
pretendeu-se obter extractos concentrados em compostos biofuncionais como o alcool

perililico.
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Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais - Resumo -

O projecto que originou esta dissertacdo encontra-se dividido em duas etapas. Na
primeira etapa pretende-se explorar as potencialidades da utilizacdo da tecnologia
supercritica na extracgdo do carogo de azeitona, um residuo proveniente da industria de
producdo de azeitona de mesa. Esta matriz foi escolhida por se encontrar até a data
pouco estudada, utilizou-se o bagaco de azeitona, matriz amplamente estudada, como
termo de comparagdo. Na segunda etapa deste projecto pretende-se estudar a
aplicabilidade da extraccdo supercritica como um segundo passoO hum processo
integrado de extraccdo do refugo de cereja para aumentar a selectividade relativamente

aos compostos biofuncionais, como o alcool perililico.

Na primeira etapa do projecto produziram-se extractos de caroco e bagaco de azeitona
recorrendo a diferentes metodologias. O caroco e bagaco de azeitona foram extraidos
em soxhlet com hexano e com sc-CO, em semi-continuo utilizando uma instalacédo de
alta pressdo e foram obtidos extractos lipidicos. Foi determinada a concentracdo em
polifendis totais e o perfil polifendlico recorrendo a cromatografia liquida (High-
performance liquid chromatography) dos extractos lipidicos obtidos. A actividade
antioxidante destes extractos foi determinada recorrendo a avaliacdo da capacidade de
resgate do radical livre peroxilo e a avaliacdo da capacidade de inibicdo do radical
hidroxilo por parte dos extractos. Efectuou-se a identificacéo e quantificacdo dos acidos
gordos e esterdis presentes nesses extractos recorrendo a cromatografia gasosa. A
estabilidade oxidativa dos extractos foi determinada recorrendo ao teste de rancimat.

Verificou-se que a utilizagdo das diferentes metodologias de extracgdo permitem
produzir extractos ricos em compostos que apresentam bioactividade comprovada como

0 esqualeno e o &cido oleico.

Na segunda etapa deste projecto procedeu-se numa primeira fase a extraccdo solido-
liquido do refugo de cereja, a qual é o primeiro passo aplicado no processo integrado de
tecnologias limpas aqui estudada. Para avaliagdo do processo global de extracgéo e das
vantagens da utilizacdo da extraccdo supercritica como um segundo passo de extraccao
utilizaram-se o0s extractos alcoolicos e hidroalcodlicos preparados por extraccdo
convencional soélido-liquido como matriz da extraccdo supercritica. A extracgédo
supercritica dividiu-se em 3 etapas (extrac¢do fraccionada), na primeira fraccdo a
extraccdo foi efectuada apenas com sc-CO,, na segunda fracgdo a extracgdo foi

efectuada com sc-CO,+10% de etanol e na terceira fracgdo extraiu-se utilizando a
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Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais - Resumo -

mesma composicdo de solvente durante mais 1 hora. A escolha dos parametros
utilizados para este estudo teve como base trabalhos em curso no laboratdrio de
acolhimento. Foi estudada a composi¢do determinada a quantificacdo em polifenois dos
extractos obtidos recorrendo ao método de Folin-Ciocalteu. A capacidade antioxidante
dos extractos foi avaliada através da capacidade de resgate do radical peroxilo e da
capacidade de inibicdo da formacdo do radical hidroxilo. Foi identificado o &lcool
perililico nos extractos recorrendo a cromatografia em camada fina.

Os resultados obtidos com este trabalho sdo encorajadores e revelam que é possivel
obter extractos mais concentrados em compostos biofuncionais recorrendo a utilizagédo
da extraccao supercritica como um segundo passo de extraccdo. Os extractos preparados
nesta etapa do projecto revelam-se concentrados no monoterpeno alcool perililico, que
possui bioactividade comprovada, e apresentam propriedades anti-proliferativas em

linhas celulares humanas.
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Abreviaturas

e AAPH - 2,2’ azobis(2-amidinopropano) dihidroclorado

e Amax— Maximo de absorvancia

e BSA — Albumina do Soro Bovino

e BSTFA — N,O -Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide)

e CAEAC - Capacidade Antioxidante em Equivalentes Acido Cafeico

e CAET - Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox

e EAG - Equivalentes de Acido Galico

e GC — Gas Chromatagraphy (Cromatografia Gasosa)

e H,0,— Perdxido de Hidrogénio

e HAT — Hydrogen Atom Transfer

e HO® - Radical Hidroxilo

¢ HORAC - Hydroxyl Radical Adverting Capacity

e HPLC-DAD - High-Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detector

e HPLC-ED - High-Performance Liquid Chromatography with Electrochemical
Detector

e IGP — Indicacdo Geografica Protegida

e LDL - Low-Density Lipoprotein

e ORAC — Oxigen Radical Absorbance Capacity

e PBS — Phosphate Buffer Saline

e ROO® - Radical Peroxilo

e ROS — Reactive Oxygen Species

e sc-CO, — Didxido de carbono supercritico

e TI—Tempo de Indugéo

e TLC —Thin Layer Chromatography

e TMS — chloro-trimethyl-silane

e Trolox — 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid
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50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,O (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH, respectivamente),
nomeadamente a capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC............ 71

Figura 3.26 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ g de extracto) para
extraccdo da cereja com solventes convencionais: etanol:dgua na proporgdo 50:50 (v/v), etanol e
metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100% EtOH e 100%MetOH) ), nomeadamente a capacidade de resgate do

radical peroxilo determinada pelo método de HORAC..........ccccvoiiiicii et 72

Figura 3.27 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ uL de cereja, a
esquerda e umol de CAEAC/ pL de extracto, a direita) dos extractos supercriticos de cereja e dos
extractos de cereja obtidos utilizando etanol:agua na propor¢ao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0
(50:50), 100%EtOH e 100%MetOH, respectivamente), nomeadamente a capacidade de resgate do

radical peroxilo determinada pelo método de HORAC..........cccveiireie i 72

Figura 3.28 - Esquema do TLC para 0s extractos supercriticos do extracto de cereja 100%MetOH onde:
1 — &lcool perililico (padréo), 2 — Fraccao 1: extracto obtido utilizando sc-CO,, 3 — Fracgéo 2: extracto
obtido utilizando CO,+10%EtOH durante 1h30 e 4 — Fraccdo 3: extracto obtido utilizando
CO,+10%EtOH ap6s extraccdo durante MaiS Lh. ......cccciiiieiiineie e 74

Figura 3.29 — Estudo comparativo das % da massa de acido gordo/ massa de acido gordo total
existentes na amostra: 6leo de girassol quando incorporamos diferentes percentagens (m/m) de extracto

supercritico de Caroco e Bagaco de Azeitona( 6leo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de
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Caroco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H), 6leo de girassol com 1% de
extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Caroco 3H), 6leo de
girassol com 0,1% de extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1%
sc-Bagaco 3H) e éleo de girassol com 1% de extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas

(6leo de girassol + 1% sc-Bagaco 3H)) antes e depois do teste de Rancimat. .........cccceevververvrenieinsenan, 113

Capitulo 4 - Caso de Estudo

Figura 4.1 — Efeito da incubacdo do extracto obtido na fraccdo 2 da extrac¢do supercritica quando se
utiliza como matriz o extracto 100% MetOH na proliferacdo das células cancerigenas HT29 e efeito

citotoxico do mesmo extracto nas células humanas do cancro do cOlon Caco2. ...........cccvvvevrierinneeenenns 83
Anexos
Figura A.1- Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto

aquoso de carogo (Carogo C1 - a)) e extracto aquoso de bagago de azeitona (Bagago B1 (Dill:5) - b)).

Figura A.2- Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
aquoso de carogo (Carogo C1 - a)) e extracto aquoso de bagago de azeitona (Bagago B1 (Dill:5) - b))
B 2] s Lol o 93

Figura A.3- Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
aquoso de carogo (Carogo C1 - a)) e extracto aquoso de bagago de azeitona (Bagago B1 (Dil1:5) - b))
B 2] s Lol o 94

Figura A.4 - Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
com etandlico de carogo (Caroco C2 - b)) e extracto etandlico etanol de bagago de azeitona (Bagaco

BI (DIl1:5) = Q). sttt ettt sttt ettt ettt 94

Figura A.5 - Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
com etandlico de carogo (Caroco C2 - b)) e extracto etandlico etanol de bagago de azeitona (Bagaco

B1 (Dil1:5) = @)) = AMPLAGAO 1. coooeeoeererieerseeseerirerisessassesasesissessssesssessssessssssssesssssssessassesssssssssssssssssesssesssssasessnsssssssansess 95

Figura A.6 - Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
com etandlico de carogo (Carogo C2 - b)) e extracto etandlico etanol de bagago de azeitona (Bagago

B1 (Dil1:5) = @)) - AMPLIAGCAO 2. ooooeeeeeerireeieseeseerineriseerassesasesassessssesssesasssssssssssesssssssessassessssssssssasssssssssssessssssssssssssssssansess 95

Figura A.7 - Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
EtOH:H;0 80:20(v/v) de carogo (Caroco C3 - a)) e extracto EtOH:H,0 80:20(v/v) de bagago de
azeitona (Bagago B1 (Dill:5) = b)) = AMPLAGAO L..ueeueroeerereeriseersseesseriseeassssissesasesissssasssssssassessssssssessssssssssassess 96
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Figura A.8 - Comparagdo do perfil cromatogrdfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto
EtOH:H0 80:20(v/v) de carogo (Carogco C3 - a)) e extracto EtOH:H,O 80:20(v/v) de bagago de
azeitona (Bagago B1 (Dil1:5) = b)) = AMPUAGAO 2.....coovereeerseeriseerisssersssesssssssssssssesissesssssesssssssansssssssssanssssnses 96

Figura A.9 - Rendimento em gramas de extracto por grama de carogo de azeitona (matriz) obtidos

para diferentes tempos de extraccdo em SOXRIEt COM REXANO. .......evveeererereerrerrsirsssrissesissesssssissesssssssssassesssssens 98

Figura A.10 - Perfil da cinética de oxidagdo da LDL: na presenca de AAPH (controlo) e do extracto de
bagaco de azeitona obtido em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Bagago hexano 3H) e extractos

de bagago de azeitona obtidos utilizando sc-CO; por 1 e 3 horas (Ext. Bagago Supercritico 1H e Ext.

SUPETCritiCO 3H, TESPECEIVAMENTE).....coueverreeeirereresissassessesissesssssssesasssssessassesssssssessassessssssssssassesssessssssssssassessssssssssassssssssens 99

Figura A. 11 - Perfil da cinética de oxidagdo da LDL: na presenca de AAPH (controlo) e do extracto de
carogo de azeitona obtido em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Carogo hexano 3H) e extractos de

carogo de azeitona obtidos utilizando sc-CO; por 1 e 3 horas (Ext. Supercritico Caroco 1H, EXxt.

Supercritico Carogo 3H, TESPECLIVAIMENTR). ...ccurvurrerrerissssssisssesisssssssssssesassssssssassesssssassssssssssssssssssssssassesssssssssssssssssssens 99

Figura A.12 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Caro¢o 1H: RT=5.79 - C14:0; RT=8.5 -
C16:0; RT=8.95 - C16:1; RT=10.33 - C17:0; RT=12.83 - C18:0; RT=13.66 - (C18:1; RT=14.62 - (C18:2,
RT=16.42 - C18:3; RT=18.6 - C20:0; RT=19.29 - C20:1; RT=24.14 - C22:0; RT=25 - C22:1; RT=31.35 -
C24:0; RT=Z32.21 = C24: 1 eeeevsiresserisserisssisisssesisssesisssesisssesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssanssses 102

Figura A.13 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogco 3H: RT=5.79 - C14:0; RT=8.52 -
C16:0; RT=8.95 - C16:1; RT=10.34 - C17:0; RT=12.87 - C18:0; RT=13.7 - C18:1; RT=14.64 - (18:2,
RT=16.43 - C18:3; RT=18.62 - C20:0; RT=19.3 - C20:1; RT=24.16 - C22:0; RT=25 - C22:1; RT=31.34 -
C24:0; RT=Z32.18 = C24: 1. eeeetrteerissirisssirisssesissserisssesisssssissssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssesssssssasssssssssssanssssanssses 102

Figura A.14 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 1H: RT=8.42 - C16:0; RT=9.03 -
C16:1; RT=10.32 - C17:0; RT=12.65 - C18:0; RT=13.25 - C18:1; RT=14.47 - C18:2, RT=16.36 - C18:3;
RT=18.58 = C20:0; RT=19.29 = C20:1outrsirirrerrsserissserissserisssssissssssssssssssesisssssassssssssssssssssssssssssssesssssssssssssanssssanssssans 103

Figura A.15 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 3H: RT=5.6 - C14:0; RT=8.39 -
C16:0; RT=8.89 - C16:1; RT=10.27 - C17:0; RT=12.62 - C18:0; RT=13.28 - (C18:1; RT=14.45 - (C18:2,
RT=16.33 - C18:3; RT=18.52 - C20:0; RT=19.22 - C20:1; RT=24.29 - C22:0; RT=31.00 - C24:0........... 103

Figura A.16 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagago 1H: RT=3.61 - C16:0; RT=3.76 -
C16:1; RT= 4.16 - C17:0; RT=4.77 - C18:0; RT=4.92 - (C18:1; RT=5.21 - C18:2, RT=5.63 - (18:3;
RT=6.11 - C20:0; RT=6.27 - C20:1; RT=7.76 - C22:0; RT=7.88 - C22:1; RT=10.18 - C24:0. ....coeevrccrn.. 104

Figura A. 17 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagago 3H: RT=3.61 - C16:0; RT=3.76 -
C16:1; RT=4.77 - C18:0; RT=4.92 - (C18:1; RT=521 - (C18:2, RT=5.63 - (18:3; RT=6.02 - C20:0;
RT=6.27 - C20:1; RT=7.82 = C22:0; RT=10.2 = C24:0. ..ssvreverrersseererrrerssssssesssissssssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssannes 104
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Figura A. 18 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagago hexano 1H: RT=2.71 - C14:0; RT=3.57
- C16:0; RT=3.76 - C16:1; RT=4.71 - C18:0; RT=4.92 - C18:1; RT=5.21 - C18:2, RT=5.63 - (C18:3;
RT=6.02 = C20:0; RT=10.2 = C24:0.cououurreerosereeriosssersissssessissssessamsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnssssssssssssssasssssssssssssnes 105

Figura A. 19 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagago hexano 3H: RT=2.27 - C14:0; RT=3.58
- C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.72 - C18:0; RT=4.92 - C18:1; RT=5.21 - C18:2, RT=5.63 - (C18:3;
RT=6.04 = C20:0; RT=6.27 = C20:1.coouerrrerrererireserisssersssisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssesns 105

Figura A.20 - Estudo comparativo do perfil dos dcidos gordos (g Acido Gordo/ g de matriz) presentes
nos extractos lipidicos de Carogo e Bagago de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Carogo hexano
1H, Carogo hexano 3H, Bagaco hexano 1H e Bagago hexano 3H) e extractos lipidicos de Carogo e
Bagacgo de Azeitona obtidos usando sc-CO; (Ext. SC Carogo 1H, Ext. SC Carogo 3H, Ext. SC Bagago 1H e
EXC. SC BUGAGO 3H). .eeoeereerieerinsereeriseessessassesasesssessassesssssessesssssssesassssssssassessssssssssassessssssssessssssssesassessssassessssssssssassessssansessnes 106

Figura A.21 - Espectro de GC obtido para o dleo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de
Carogo de Azeitona de 3 horas (éleo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H) antes do teste de rancimat:
RT=2.74 - C14:0; RT=3.63 - C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.09 - C17:0; RT=4.83 - C18:1; RT=5.65 -
C18:3; RT=6.02 = C20:0; RT=6.2 = C20:1. cocoourrerrrerrererseseresesrsseesisssesissssssssssssssssssssssasssssssssssssssesssssssansssssnsssssnsssssnssses 109

Figura A.22 - Espectro de GC obtido para o dleo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de
Carogo de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H) depois do teste de rancimat:
RT=2.73 - C14:0; RT=3.63 - C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.17 - C17:0; RT=4.69 - C18:0; RT=4.96 -
C18:1; RT=5.27 - C18:2, RT=5.59 - C18:3; RT=6.01 - C20:0; RT=6.28 - C20:1; RT=7.87 - C22:0; RT=8.2
= C22:1; RT=10.19 = C24:0. ceereeseeresseressseresesesisssesisssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 109

Figura A.23 - Espectro de GC obtido para o dleo de girassol com 1% de extracto supercritico de Carogo
de Azeitona de 3 horas (éleo de girassol + 1% sc-Carogo 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.73 -
C14:0; RT=3.63 - C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.08 - C17:0; RT=4.83 - C18:1; RT=5.6 - C18:3; RT=6.01
= C20:0; RT=6.2 = C20:1; RT=7.83 = C22:0..coresrerresrerressserrsssserissssesissssessissssesssssssssssssssssisssssssissssssisassssansssssinnes 110

Figura A.24 - Espectro de GC obtido para o éleo de girassol com 1% de extracto supercritico de Caroco
de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Carogo 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.74 -
C14:0;, RT=3.63 - C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.25 - C17:0; RT=4.68 - C18:0; RT=4.96 - C18:1,RT=5.27
- C18:2; RT=5.59 - (C18:3; RT=6.13 - C20:0; RT=6.28 - C20:1; RT=7.87 - C22:0; RT=8.21 - C22:11;
RT=10.21 = C24:0.cereeerrreserirsererisneserisseserissesesiases RN 110

Figura A.25 - Espectro de GC obtido para o dleo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de
Bagago de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Bagago 3H) antes do teste de rancimat:
RT=2.73 - C14:0; RT=3.63 - (C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.08 - C17:0; RT=4.82 - (C18:1; RT=5.6 -
C18:3; RT=6.01 = C20:0; RT=6.19 = C20:1.ceueerrrererrrrseersirsssermssseesssssesssasssesssssssessisesssssssssssasnssessssnsssssasnassssssnasesses 111
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Figura A.26 - Espectro de GC obtido para o dleo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de
Bagacgo de Azeitona de 3 horas (dleo de girassol + 0,1% sc-Bagago 3H) depois do teste de rancimat:
RT=2.73 - C14:0; RT=3.63 - (C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.24 - C17:0; RT=4.66 - C18:0; RT=4.96 -
C18:1; RT=5.27 - (C18:2, RT=5.59 - (18:3; RT=6.01 - C20:0; RT=6.28 - C20:1; RT=7.87 - (C22:01;
FE e N B 00 F OO 111

Figura A.27 - Espectro de GC obtido para o éleo de girassol com 1% de extracto supercritico de Bagago
de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Bagago 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.74 -
C14:0; RT=3.63 - C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.09 - C17:0; RT=4.82 - C18:1; RT=5.6 - C18:3; RT=6.01
= C20:0; RT=6.2 = C20:1; RT=10.21 = C24:0. coooereeeerrrererrerssserissseesssssessssssesssssesessssssssssssssssassssessasnasessasnassssasnssesses 112

Figura A.28 - Espectro de GC obtido para o éleo de girassol com 1% de extracto supercritico de Bagago
de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Bagago 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.73 -
C14:0; RT=3.63 - (C16:0; RT=3.77 - C16:1; RT=4.26 - C17:0; RT=4.67 - C18:0; RT=4.96 - (C18:1;
RT=527 - C18:2, RT=5.59 - C18:3; RT=6.01 - C20:0; RT=6.28 - C20:1; RT=7.87 - C22:0; RT=8.2 -
C22:1, RT=10.19 = C24:0. cooreeerreeeerriseeersissesessissesessissesessisssssssassssessasssssssasssssssanssssssanssssssnsssssssnessssssnessssssnessssssnesessssnasesses 112

Figura A.29 - Espectro de GC obtido para o extracto de Caroco hexano 1H: TR=2.41 - Glicerol;
TR=20.86 -Esqualeno, TR=22.49 - O&-tocoferol; TR=25.40 - y-tocoferol; TR=30.25 - Colesterol;
TR=31.59 - B-sitosterol; TR=35.57 — ESterol; TR=37.09 — HDS. ... eoreroreerisrsserssernsessssesssesnsessessassesnssens 118

Figura A.30 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogco hexano 3H: TR=2.77 - Glicerol;
TR=20.79 - Monoleina;, TR=22.36 - Esqualeno; TR=23.03 -[-tocoferol; TR=25.19 - Colesterol;
TR=29.80 - Campestrol; TR=30.16 - Stigmasterol; TR=31.07 - B-Sitosterol; TR=32.06 - Esterol;
TR=32.83 - Esterol; TR=33.99 - Esterol; TR=35.29 — Esterol @ TR=36.71 — HDS.....ooevrveveverrvevrsesrvrrrens 118

Figura A.31 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogo 1H: TR=2.68 - Glicerol; TR=19.29 -
Monoleina; TR=20.51 - Esqualeno; TR=21.94 -f-tocoferol; TR=22.52 &-tocoferol; TR=24,26 - -
tocoferol; TR=25.00 - Colesterol; TR=26.26 - Campestrol; TR=28.68 - 3-Sitosterol; TR=30.02 - Esterol,
TR=30.84 - Esterol; TR=31.47 - Esterol; TR=32.28 - Esterol; TR=32.52 - Esterol e TR=33.13 - HDS.119

Figura A.32 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogo 3H: TR=2.70 - Glicerol; TR=19.23 -
Monoleina; TR=20.61 - Esqualeno; TR=21.85 - [-tocoferol; TR=22.68 - &tocoferol; TR=23.31 - y-
tocoferol; TR=24.71 - Colesterol; TR=25.14 - Campestrol; TR=29.09 - (3-Sitosterol; TR=30.24 - Esterol,
TR=30.98 - Esterol; TR=31.58 — Esterol; TR=32.62 — Esterol @ TR=33.19 — HDS.....orevrvevevrrrvevrvesrirrens 119

Figura A.33 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagaco Hexano 1H:TR=2.64 - Glicerol;
TR=19.38 - Monoleina; TR=22.02 - [-Tocoferol; TR=24.18 - Colesterol; TR=24.85 - Campestrol;
TR=26.07 - Stigmasterol; TR=28.41 - (-sitosterol; TR=29.77 - Esterol; TR=31.29 - Esterol; TR=31.95 -
Esterol; TR=32.53 - Esterol e TR=33.14 - HDS. N 120
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Figura A.34 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagaco hexano 3H: TR=2.67 - Glicerol;
TR=19.36 - Monoleina; TR=20.14 - Esqualeno; TR=21.92 - B-Tocoferol; TR=22.42 - o&-Tocoferol;
TR=23.18 - y -Tocoferol; TR=24.17 - Colesterol; TR=24.84 - Campestrol, TR=26.07 - Stigmasterol;
TR=28.23 - B-sitosterol; TR=29.77 - Esterol; TR=30.83 - Esterol; TR=31.29 - Esterol; TR=31.93 -
Esterol; TR=32.52 — ESterOl @ TR=33.13 — HDS. . eersevsseseessrsevsisisevssssssisssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssns 120

Figura A.35 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagago 1H: TR=2.66 - Glicerol; TR=19.43 -
Monoleina; TR=20.27 - Esqualeno; TR=22.06 - [-Tocoferol; TR=22.63 - 5-Tocoferol; TR=23.20 -
Tocoferol; TR=25.08 - Colesterol; TR=28.72 - B-Sitosterol; TR=30.11 - Esterol; TR=30.89 - Esterol;
TR=31.37 - Esterol; TR=32.30 - Esterol; TR=32.57 — Esterol € TR=33.16 = HDS......cccccovvuverveveververerrurnrn. 121

Figura A.36 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagaco 1H: TR=2.68 - Glicerol; TR=19.60 -
Monoleina; TR=20.42 - Esqualeno; TR=22.27 - [-Tocoferol; TR=23.58 - Colesterol; TR=25.52 -
Campestrol; TR=29.32 - (-Sitosterol; TR=30.51 - Esterol; TR=31.58 - Esterol; TR=32.68 - Esterol e
TR=33.28 = HDS...o.eeveeeerisseserinsesesisssssssisssssesisssssesissssssisssssssassssssssssss s st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnassssssnas 121

Figura A.37 - Estudo comparativo do perfil de esterdis (mg de esterol /g de matriz) presentes nos
extractos lipidicos de Carogo e Bagago de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Carogo hexano 1H,
Carogo hexano 3H, Bagago hexano 1H e Bagago hexano 3H) e extractos lipidicos de Carogo e Bagago
de Azeitona obtidos usando sc-CO; (Ext. SC Carogo 1H, Ext. SC Caroco 3H, Ext. SC Bagaco 1H e Ext. SC
BAGAEO 3H ). c.oeorereeeesierersersestseessssesssesissessessassesasssssessassesssssessessssesssssassesss asesasesss s sascssssssssesssssassessssssessansesssessssssassesssssasesanes 122
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Introducdo
Historicamente, os frutos e outros vegetais, para aléem do seu valor alimentar, tém sido

utilizados como agentes medicinais. Especialmente nas Gltimas duas décadas, a
comunidade cientifica comecou a reconhecer o valor destes alimentos para além da sua
contribuicdo mineral e do seu papel na prevencdo de deficiéncias vitaminicas. Um
elevado numero de fitoquimicos (compostos bioactivos ndo nutrientes das plantas)
foram identificados nos frutos e outros vegetais, e tém sido relacionados com a redugéo
do risco de doencas cronicas, especialmente as do foro oncolégico. Para além disso, sdo
reconhecidos outros efeitos benéficos na salde, ligados a prevencdo de doencas
coronarias, a manutencdo de uma boa estrutura dssea e ao controlo saudavel do peso
corporal. Julga-se que estes beneficios estejam associados ao efeito sinérgico dos
diversos constituintes presentes, tanto nos frutos como nos vegetais em geral
(Goncalves, et al., 2007).

Os compostos fendlicos s&o componentes importantes de muitas frutas, vegetais e
bebidas, contribuindo para a sua coloracdo e propriedades sensoriais como 0 gosto
amargo e adstringéncia. Tem crescido o interesse nas antocianinas devido a sua
solubilidade em agua, facil incorporacdo em sistemas agquosos e aos seus efeitos
benéficos para a saude humana (Mozetic, Trebse, & Hribar, 2002). Estudos
epidemioldgicos tém mostrado que o consumo de alimentos ricos em polifendis esta
correlacionado com a reducdo da incidéncia de doencas cardiacas. Encontra-se descrito
na literatura que os compostos fendlicos retardam a progressdo da arteriosclerose por
actuarem como antioxidantes na presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
(Mozetic, Trebse, & Hribar, 2002).

Segundo varios autores um antioxidante é uma substancia que existe no alimento que
diminui significativamente os efeitos adversos das espécies reactivas de oxigénio
(ROS — Reactive Oxygen Species) e/ou das espécies reactivas de azoto na funcao
fisiolégica normal no homem (Umberto Cornelli, 2009). As ROS e as espécies reactivas
de azoto sdo geradas a partir de processos fisiologicos de producdo de energia e
metabolitos para gerar defesas contra microrganismos invasivos (Umberto Cornelli,
2009). As principais espécies reactivas de oxigénio responsaveis por danos oxidativos
no organismo humano, o stress oxidativo, sdo o anido superoxido (0O27), o peréxido de
hidrogénio (H.0-), o radical hidroxilo (HO’), o singleto de oxigénio (*0,) e o
peréxinitrito (ONOQOY) (Huang, Ou, & L. Prior, 2005).
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O stress oxidativo pode ocorrer em caso de falta de defesa antioxidante ou caso

aumentem 0s processos oxidativos no corpo. O stress oxidativo tem que ser uma
condicdo temporéria, porque caso este se torne permanente pode determinar o
aparecimento de uma doenca. Estdo reportadas muitas doencas relacionadas com a
existéncia de stress oxidativo, tais como doencas cardiovasculares, cancro, desordens
neuroldgicas e endocrinologias (Umberto Cornelli, 2009).

Um equilibrio apropriado entre a oxidacéo e os antioxidantes e fundamental para a vida.
A relacdo entre os antioxidantes e a sua influéncia no stress oxidativo s6 pode ser
compreendida com o conhecimento dos mecanismos que geram a oxidacgéo, a actividade
dos antioxidantes enddgenos e os que sdo fornecidos através dos alimentos ou
suplementos (Umberto Cornelli, 2009).

Alguns dos alimentos que sdo reconhecidos pelas suas propriedades benéficas para a
salide humana sdo as azeitonas e as cerejas, frutos utilizados no projecto que deu origem

a esta dissertacéo.

1.1. Azeitona

O azeite é a principal gordura consumida em paises de dieta normalmente reconhecida
como dieta mediterranea. A dieta mediterranea identifica-se por ser rica em frutas,
vegetais, peixe e, em particular, associada ao consumo regular de azeite (Matias, 2008).

O azeite é, por si s0, considerado como um alimento funcional, ja que a sua composicao
retine um elevado teor de gordura insaturada (MUFAS), nomeadamente acido oleico, e
compostos de menor peso molecular com propriedades biol6gicas ja conhecidas
(Visioli, Bogani, Grande, & Galli, 2004), (Matias, 2008). O contetdo nesses compostos
de menor peso molecular, com natural actividade antioxidante, varia consoante o tipo de
cultivar da azeitona, o clima a que esteve sujeita a oliveira, 0 grau de maturacdo da
azeitona na altura da colheita e o processo de extrac¢do/ producdo de azeite (Visioli,
Bogani, Grande, & Galli, 2004).

Os compostos de menor peso molecular dividem-se em duas fracgdes distintas, a
fraccdo insaponificavel e a fraccdo saponificavel. A fraccdo saponificavel é constituida
por compostos fendlicos, responsaveis por conferir caracteristicas especificas ao azeite,
tais como, sabor, aroma e proteccdo da oxidacdo (Morelloa, Vuorela, Romero, Motilva,
& Heinonen, 2008). A fraccdo insaponificavel é construida por compostos fendlicos
hidrofilicos, com coeficientes de particdo (azeite/ agua) muito baixos, existindo em
concentragdes muito reduzidas na matriz lipidica (Visioli, Bogani, Grande, & Galli,
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2004). As azeitonas constituem uma grande parte da dieta mediterranea e a sua

producdo mundial chegou a um total de 1,762,000 toneladas em 2005/2006 (LOpez-
Lépez, Montand, Ruiz-Méndez, & Garrido-Fernandez, 2008).

Com o aparecimento no mercado de cada vez mais variedades de produtos derivados de
azeitona, como as azeitonas recheadas, as industrias de producdo de azeitona de mesa
procuram encontrar uma alternativa para a utilizag&o do caroco de azeitona e valorizar o
residuo. Os residuos de azeitona utilizados neste trabalho eram da variedade hojiblanca.
O nome desta variedade vem da cor da sua folha que apresenta um aspecto prateado a
distancia, principalmente com os raios do sol da manhd. Variedade de facil
enraizamento e resistente a solos calcarios € considerada rustica pela resisténcia a seca e
tolerancia ao frio invernal. Os frutos apresentam elevada resisténcia ao desprendimento,
0 que dificulta a colheita mecanizada (Sovena Group, 2008) (Revista Digital De
Gastronomia Mediterranea, 2009). A hojiblanca é a terceira variedade mais comum em
Espanha, depois das variedades picual e cornicabra. A superficie de cultivo alcanca
220.000 ha. A sua éarea de influéncia estende-se pela Andaluzia, mais especificamente
na regido de Sevilha, a sul de Cérdoba e todo o norte de Malaga. Cerca de 16% das
oliveiras da Andaluzia sdo da variedade Hojiblanca, sendo que esta é usada tanto para
azeitona de mesa, por possuir uma polpa de textura firme, como para a producdo de
azeite. O rendimento em azeite € baixo, mas muito apreciado pela sua qualidade,
embora de baixa estabilidade (Revista Digital De Gastronomia Mediterranea, 2009).
Dados os efeitos benéficos na saude, os compostos antioxidantes presentes nos 6leos
vegetais, como o azeite, tém recebido uma enorme atencdo por parte da comunidade
cientifica. Os principais antioxidantes presentes nos 6leos sdo os tocoferdis e 0s
compostos fendlicos. Os polifendis sdo reconhecidos por desempenharem um papel
importante na prevencdo de doencas cardiovasculares, doencas oncoldgicas e
envelhecimento prematuro (Gomes, Delcuratolo, & Paradiso, 2008). O azeite possui
quantidades de tocoferol inferiores aos outros 0leos vegetais, no entanto possui outros
antioxidantes em grande quantidade como o esqualeno (Owen, Mier, Giavosa, Hull,
Spiegelhalder, & Bartsch, 2000).

Estudos clinicos demonstraram que o consumo de esterdis vegetais, também
chamados de fitoesterois, como parte de uma dieta normal ou na forma de suplementos
pode diminuir os niveis de colesterol no sangue por inibicdo da sua absor¢do no

intestino. Os fitoesterois tém também sido reconhecidos pelas suas propriedades
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preventivas do aparecimento de cancro, no entanto este facto ainda se encontra em

estudo (Lépez-Lopez, Montand, Ruiz-Méndez, & Garrido-Fernandez, 2008).

1.2. Cereja
A producdo da Cereja Cova da Beira — IGP (Indicacdo Geogréafica Protegida)
desenvolve-se entre as Serras da Gardunha, da Estrela e da Malcata, na Cova da Beira,
regido com excelentes condi¢des climaticas para a fruticultura, e solos de condi¢cbes
ideais para o desenvolvimento da cerejeira. A Cereja Cova da Beira € uma das espécies
fruteiras de maior peso na economia agricola regional da Cova da Beira. De entre as
muitas variedades de cerejeiras, existem algumas autoctones, como a “De Saco” ou

“Saco da Cova da Beira” (Direc¢do Regional de Agricultura e Pescas do Centro, 2008).

.
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Figura 1.1 - A &rea geogréfica correspondente & producéo da Cereja Cova da Beira abrange cerca de 1 374 km? e compreende
os seguintes concelhos do distrito de Castelo Branco: Fund&o - com maior representatividade nas freguesias de Alcongosta,
Alcaide, Souto da Casa, Aldeia de Joanes, Alpedrinha e Castelo Novo; Covilha - com maior representatividade nas freguesias de
Ferro, Peraboa, Tortosendo e Dominguiso; Belmont (Direccdo Regional de Agricultura e Pescas do Centro, 2008).

A Cereja Cova da Beira — IGP é de consisténcia firme e carnuda e sabor muito doce,
cuja coloragdo vai do vermelho vivo ao vermelho-purpura, podendo no caso de algumas
variedades ser do vermelho ao alaranjado. O uso da Indicacdo Geogréafica Protegida
obriga a que a cereja seja produzida de acordo com as regras estipuladas no caderno de
especificacbes, o qual inclui, designadamente, as condi¢cbes de producdo, colheita e
embalamento do produto (Direccdo Regional de Agricultura e Pescas do Centro, 2008).
Estas regras levam ao aparecimento de excedentes de produgdo como o refugo, cereja
que ndo cumpre o0s requisitos para ser comercializada. Com este trabalho pretende-se
encontrar uma forma viavel para a utilizacdo deste excedente de forma a valorizar um
subproduto da producéo de cereja.

A cereja € um fruto especialmente atractivo para o consumidor pelos seus atributos

cromatico e de sabor, bem como pela riqueza nalguns nutrientes com forte impacto no bem-
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estar e na saude humano. De facto, o consumo de frutos e vegetais esté associado a reducao

do risco de varias patologias, tais como o cancro, doencas cardiovasculares e
arteriosclerose, atribuida a existéncia de mdaltiplos constituintes antioxidantes, tais como
vitaminas, carotenoides e compostos fendlicos (&cidos hidrocindmicos) e flavonoides
(antocianinas) (Gongalves, et al., 2007).

As cerejas sao fontes importantes de acidos fendlicos e Bourne e Rice-Evans (1999)
constataram que os &cidos hidroxicindmicos e os flavonoides de uma grande diversidade
de frutos, incluindo a cereja, sdo facilmente absorvidos. Existem estudos que revelaram
que a presenca de rutina e de outros fenolicos, como a catequina, epicatequina e
antocianinas, na cereja que fazem deste fruto uma fonte importante de antioxidantes
para a salde. Estes autores verificaram ainda que os compostos fenolicos dos extractos
das cerejas inibiram a oxidacdo das LDL in vitro, em que 20uM de equivalentes de
acido galico bloqueou completamente a oxidacdo das LDL. Observou-se também que a
concentracdo de compostos fenolicos foi positivamente correlacionada com a actividade
antioxidante (Gongalves, et al., 2007).

As cerejas sdo consideradas como a maior fonte de compostos fendlicos, que séo
responsaveis pela sua coloracdo e gosto e provavelmente também pelas suas
propriedades antioxidantes (Gongalves, et al., 2004). O maior grupo de compostos
fendlicos presentes nas cerejas sao antocianinas, especialmente nas cerejas que possuem
uma coloracdo vermelho escuro (Mozetic, Trebse, & Hribar, 2002), (Gongalves, et al.,
2004). Uma vez que os compostos fendlicos ndo sdo sintetizados pelo organismo
humano, sendo representativos da parte ndo energética da nossa dieta, tém de ser
obtidos através da ingestdo de certos alimentos ou da introducdo na dieta alimentar de
suplementos nutritivos (Gongalves, et al., 2007).

Um grande nimero de compostos existentes nos produtos naturais tém se mostrado
muito Uteis para utilizacdo como fitofarmacos no tratamento de varias doencas, um bom
exemplo destes compostos é o dlcool perililico, NSC-641066, um monoterpeno
ciclico, derivado do d-limoneno, um aditivo alimentar aprovado pela Food and Drug
Administration (Lee, Lee, Kim, Lee, & row, 2000).
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Figura 1.2 — Estrutura quimica do alcool perililico.

Os monoterpenos sé&o um dos grupo de compostos mais simples presente nos produtos
naturais provenientes das plantas, reconhecidos por possuirem efeitos quimioprotectores
contra o cancro da mama, figado e pulmdes. Varios estudos demonstraram que a
inclusdo de frutos e vegetais na dieta, principais fontes de fitoquimicos e
micronutrientes, pode reduzir o risco de desenvolver cancro (Jung & Row, 1998).

O alcool perililico encontra-se presente em varias plantas, como a menta, lavanda,
limdo, cerejas e amoras, e pode ser utilizado como fragrancia em perfumes, sabonetes,
detergentes, locBes e cremes este composto € referido em diversos estudos possuidor de
potencial para prevenir e tratar uma grande variedade de cancros, nomeadamente o
cancro de mama (Lee, Lee, Kim, Lee, & row, 2000) (Satomi, Miyamoto, & Gould,
1999), (Matos, et al., 2008).

1.3.  Fluido Supercritico

Um componente puro esta no estado supercritico quando a sua temperatura e presséo
sdo superiores aos seus valores criticos (T. e pc, respectivamente). No estado
supercritico ndo ha variacdes subitas das propriedades do componente (Brunner, 2005).

Liquid /Kmm/
.
7 /////////4

Critical
point (CP)

Solid

Pressure —

]
o
|

Triple

point (TP) Gas

T, Temperature —»

Figura 1.3 — Diagrama de fases onde se observa o ponto critico e a zona onde um composto puro se encontram no estado
supercritico (Brunner, 2005).
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No estado supercritico as substancias apresentam densidades aproximadas as do estado

liquido, por sua vez a viscosidade encontra-se proxima a dos gases e a difusividade é
aproximadamente duas ordens de grandeza superior a de um liquido, tal como se pode

verificar pela tabela seguinte (Brunner, 2005).

Tabela 1.1- Valores caracteristicos de um gas, liquido e estado supercritico: densidade, difusividade e viscosidade (Brunner,

2005).
State of the fluid Density (gfem®) Diffusivity (cm?/s) Viscosity (g/em/s)
Gas
p=latm, T'=15-30°C 0.6-2.0)% 10~ 0.1-0.4 (0.6-2.0) = 10~*
Liguid
p=latm, T=15-30°C 0.6-1.6 (0.2-2.0)x 107" (0.2-3.0)x 1077
Supercritical fluid
p=pe T=T. 0.2-0.5 0.7x107° (1-3)x 107*
p=4p; T=T, 0.4-0.9 0.2x 107 (3-9) % 107

1.4. Tecnologia Supercritica

Os fluidos supercriticos tém sido utilizados como solventes numa grande variedade de
aplicacBes tais como a extracgdo de 6leos essenciais, extracgdo de catibes metalicos,
sintese de polimeros e formacéo de particulas (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).
No final da década de sessenta, surgiram varias patentes de processos usando fluidos
supercriticos como solventes de extraccdo de aromas e lipidos. A aplicacdo comercial
da extraccdo supercritica foi iniciada em 1978, com a extraccdo da cafeina do café
(Bernardo-Gil, Ribeiro, & Esquivel).

As propriedades dos fluidos supercriticos que possuem maior influéncia na extraccao
sdo a densidade, a viscosidade e o coeficiente de difuséo. A densidade toma valores que
se aproximam aos dos liquidos, por sua vez a viscosidade e do coeficiente de difuséo
tomam valores proximos aos dos gases. Estas propriedades, em particular a densidade,
podem ser alteradas com pequenas variacdes de pressdo e/ou temperatura, permitindo
desta forma conseguir o fraccionamento do extracto. Na zona préxima do ponto critico é
onde se produzem, com pequenas alteracbes de pressdo e temperatura, as maiores
variacOes da densidade do fluido supercritico, e por consequéncia do seu poder solvente

(Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).
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Figura 1.4 — Diagrama pressdo — densidade para o dioxido de carbono. A area a sombreado corresponde ao dominio
experimental correspondente a fase supercritica (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007) .

1.5. Extracgdo Supercritica

Mais de 90% de todas as extrac¢des supercriticas sdo realizadas utilizando dioxido de
carbono (CO,) este solvente apresenta varias vantagens: ndo cria problemas ambientais,
ndo é toxico nas quantidades utilizadas, o que o torna adequado para a utilizacdo na
indUstria alimentar, ndo é inflaméavel e € praticamente inerte sob o ponto de vista
quimico. Quando se reecorre ao sc-CO; para a extraccdo de ingredientes biofuncionais
ndo sdo, normalmente, necessarios processos subsequentes de limpeza dos extractos
pois 0 CO, é facilmente separado do produto que se pretende extrair através da alteracdo
das condicOes de pressédo e temperatura. Este solvente pode ser utilizado a temperaturas
moderadas, geralmente inferiores a 50 °C, sendo apropriado quando existe perigo de
degradacdo térmica dos compostos que pretendemos extrair. A utilizacdo deste solvente
permite que o oxigénio seja eficientemente eliminado da matriz do soluto, prevenindo,
assim, oxidacoes e reaccOes de auto-oxidagdo que levariam a degradacdo dos compostos
a extrair (Perretti, Montanari, & Fantozzi, 2006), (Adil, I. H.; Yener, M. E.; Bayindirh,
2008), (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).

A extraccdo supercritica com didxido de carbono no estado supercritico (sc-CO,) é uma
alternativa aos métodos convencionais, apresentando-se por tudo o que ja foi referido
anteriormente como uma tecnologia limpa que permite ajustar a selectividade dos
compostos e obter extractos ricos em compostos biofuncionais (Perretti, Montanari, &
Fantozzi, 2006), (Adil, I. H.; Yener, M. E.; Bayindirh, 2008).

A utilizagéo desta tecnologia apresenta algumas desvantagens, por exemplo o equilibrio
de fases entre o solvente supercritico e o0 soluto pode ser muito complexo. A adic¢ao de
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co-solventes permite alterar a polaridade do CO,, mas podem ficar residuos desses

solventes no extracto, sendo necessario um processo subsequente de eliminacdo dessas
impurezas, esta adicdo de co-solventes altera o diagrama de equilibrio de fases,
complicando a realizacdo do ‘scale-up’, o que prejufica economicamente o processo. A
altas pressdes ha dificuldade de introducdo continua de solidos no extractor e todo o
equipamento tem que ser muito bem optimizado, os custos operatérios sdo elevados, o
que torna ndo rentavel a substituicdo da maior parte dos processos de extrac¢do
existentes realizados recorrendo a solventes organicos, sendo, sobretudo na extrac¢éo de
produtos de alto valor acrescentado (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007), (Adil, I.
H.; Yener, M. E.; Bayindirh, 2008), (Perretti, Montanari, & Fantozzi, 2006).

Os fluidos supercriticos sendo muito selectivos sao altamente eficientes para a extracgdo
de matrizes complexas, e estdo cada vez mais a ser reconhecidos como 0s melhores
substitutos dos solventes organicos nas operacdes de extrac¢do. Os fluidos supercriticos
podem ser utilizados como solventes alternativos para a extracgdo de matrizes naturais,
como a azeitona e a cereja porque apresentam elevada difusividade e baixa viscosidade
que facilitam a difusdo destes através da matriz e como consequéncia 0 processo de
extraccao ¢ facilitado (Demirbas, 2000).

A extraccdo supercritica também pode ser usada como uma técnica preparativa para
andlise quantitativa, particularmente em cromatografia permitindo separar e depois
determinar quantitativamente um determinado composto huma amostra metodologia

que € muito comum na industria alimentar (Perretti, Montanari, & Fantozzi, 2006).

1.6. Solubilidade e Transferéncia de Massa

Para a escolha das condicfes de extraccdo € importante, numa primeira fase, estudar a
solubilidade dos compostos a extrair no fluido supercritico escolhido. Este parametro
pode ser investigado recorrendo ao enriquecimento de um meio inerte, normalmente
utiliza-se a celite, com o composto de interesse, este procedimento além de fornecer
uma indicacdo da solubilidade do composto no fluido supercritico, fornece informacéo
adicional relativamente a eficiéncia da recolha do deste apés despressurizagdo. Devido a
morosidade deste tipo de experiéncias inameros investigadores tém proposto
fundamentos, teorias e equagdes de estado que permitem estimar a solubilidade de
varios compostos (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).

O efeito da temperatura na solubilidade ¢ complexo, devido a combinacdo de duas

variaveis, densidade e pressdo de vapor. A pressdo de vapor do soluto aumenta com a
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temperatura, levando ao aumento da solubilidade. No entanto, a diminuicdo da

densidade do solvente pode levar & diminuicdo da solubilidade do solvente. O efeito
dominante vai depender da magnitude de cada efeito no sistema em estudo e da
temperatura escolhida para o processo de extrac¢do (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi,
2007).

Para a optimizacdo de processos de extraccdo que incluem fluidos supercriticos é
necessario ndo s6 o conhecimento de parametros termodindmicos (solubilidade e
selectividade) mas também a taxa de transferéncia de massa (Pourmortazavi &
Hajimirsadeghi, 2007).

1.7.  Efeito da Matriz na Extrac¢cdo Supercritica

O tamanho das particulas, forma, area superficial, porosidade, humidade, nivel de
solutos passiveis de ser extraidos e a natureza da matriz sdo parametros que influenciam
os resultados da extrac¢do supercritica. O sucesso da extraccao supercritica ndo depende
apenas do passo de extrac¢do em si (isto é, natureza do fluido supercritico e escolha dos
pardmetros de extraccdo) mas também da matriz considerada assim como do sistema de
recolha/aprisionamento do composto a extrair (Camel, 1997), (Pourmortazavi &
Hajimirsadeghi, 2007).

A extrac¢do supercritica deve ser vista como um processo de 4 etapas: (1) desorcdo do
composto da matriz com (2) consequente difusdo na matriz, (3) solubilizacdo do
composto no fluido supercritico, e (4) arrastamento do composto pelo fluido
supercritico. Cada etapa do processo tem que ser optimizada cuidadosamente para se
obter extrac¢des reprodutiveis. Na maioria dos casos, a etapa (1) é a mais dificil de
prever. A estrutura fisica da matriz tem uma importancia critica, pois a eficiéncia da
extraccdo esta relacionada com a capacidade de difusdo do fluido supercritico na matriz.
A diminuicdo do tamanho das particulas da matriz solida leva ao aumento da area
superficial, tornando desta forma a extraccdo mais eficiente (Pourmortazavi &
Hajimirsadeghi, 2007).

1.8. Efeito das Condigodes operatorias

1.8.1. Pressdo e temperatura de extrac¢do
Existem quatro parametros muito importantes para compreender o comportamento do
soluto no meio supercritico para execucdo bem sucedida de extrac¢des supercriticas: (i)

a miscibilidade, (ii) a pressdo em que o soluto atinge o méaximo de solubilidade, (iii)
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intervalo de pressdo de fraccionamento, que corresponde a pressao entre 0 maximo de

solubilidade e miscibilidade (neste intervalo é possivel extrair selectivamente um soluto
através da escolha da pressdo correcta) e (iv) o conhecimento das propriedades fisicas
do soluto, em particular o ponto de fusdo (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007),
(Temelli, 2009).

A pressao do fluido € o par@metro principal que influencia a eficiéncia da extrac¢do, um
aumento nesta pressdo a uma dada temperatura resulta no aumento na densidade do
fluido o que significa que ha também um aumento na solubilidade dos solutos (Temelli,
2009). A uma pressdo constante, a densidade do CO, diminui quando a temperatura
aumenta. Através da observacao da Figura 1.4 verifica-se que e este efeito torna-se mais
pronunciado quando aumentamos a compressibilidade do fluido.

1.8.2. Co-Solvente(s)

A solubilidade dos compostos no fluido supercritico pode ser aumentada através da
utilizacdo de um modificador de fase ou co-solvente e escolha deste depende da
natureza do soluto a extrair. Este tem a capacidade de melhorar a solubilidade de um
soluto devido ao aumento da densidade do solvente e/ou a existencia de interaccdes
intermoleculares entre o co-solvente e o soluto (Guigli-Ustiindag & Temelli, 2006). Um
ponto de partida razoavel consiste na seleccdo de um modificador que seja um bom
solvente no seu estado liquido para o analito alvo. E importante ter em conta que a
adicdo de grandes quantidades de co-solvente pode modificar os parametros criticos da
temperatura (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007). Co-solventes orgéanicos, como o
etanol e o metanol sdo utilizados porque permitem aumentar a polaridade do CO, e
desta forma promover o aumento do rendimento de extraccdo de compostos fenélicos
polares. Quando um co-solvente é adicionado ao CO,, a temperatura critica da mistura
aumenta enquanto a presséo critica diminui (Adil, I. H.; Yener, M. E.; Bayindirh, 2008).
O etanol (5-30%) € o co-solvente utilizado para aumentar a solubilidade dos polifendis
em CO,, como tal a extraccdo de compostos fenolicos tem que ser efectuada a uma
temperatura subcritica entre os 40-60°C (Adil, I. H.; Yener, M. E.; Bayindirh, 2008).

1.8.3. Tempo de extraccdo
E importante maximizar o contacto do fluido supercritico com a amostra para promover

0 aumento da eficiéncia da extraccdo supercritica. Entre as variaveis que influenciam o
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contacto do solvente com a amostra encontram-se o caudal e o tempo de extracgdo

(Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).

1.84. Caudal de fluido supercritco
O caudal de fluido supercritico através do extractor tem uma grande influéncia na
eficiéncia da extraccdo. Quanto menor a velocidade de passagem do solvente maior a

penetracdo deste na matriz e maior o rendimento de extracg&o.

1.8.5. Granulometria
A diminuicdo do tamanho das particulas da matriz na extrac¢do supercritica cria uma
area superficial maior e favorece o processo de extraccdo, mas também pode prejudicar
a extracgdo caso o0s analitos voltem a reabsorver na superficie da matriz. No entanto este
problema pode ser contornado recorrendo a um caudal superior diminuindo a particdo

existente entre os analitos e matriz (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).

1.8.6. Teor de dgua da matriz
A existencia de dgua na amostra efecta a extraccdo supercritica, como tal esta deve ser
removida ou controlada antes de efectuar a extraccdo. A dgua pode ajudar o processo de
extraccdo, dependendo da quantidade existente leva a formacdo de poros ou ao
inchamento da matriz permitindo um acesso facilidado do fluido aos analitos. Apesar da
agua ser apenas 0,3% soluvel no sc-CO2 permite aumentar a polaridade deste e obter
recuperacdes maiores de compostos polares. No entanto se a dgua existir em excesso no
extractor os compostos que séo hidrofilicos vao preferir a a fase aquosa e o rendimento
da extraccao supercritica sera baixo. No caso do composto a extrair ser hidrofébico a
existencia de agua pode promover a sua precipitacdo e a criagdo de uma barreira a
transferencia do composto da matriz para o fluido supercritico prejudicando desta forma
a eficiéncia do processo de extraccdo. A remocdo da agua existente € conseguida,
normalmente, recorrendo ao processo de liofilizagdo porque o processo de remocdo de
agua através do aumento da temperatura pode levar & degradacdo da amostra e a
volatilizacdo dos compostos de interesse. Alternativamente recorre-se a adicdo de
agentes secantes a amostra a extrair, este tratamento € simples e atractivo porque
favorece a dispersdo dos compostos na matriz e a homogenizacdo da amostra

(Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).
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1.9. Recolha do Extracto

O desenvolvimento de um sistema de recolha apropriado para 0os compostos obtidos
depois da extraccdo supercritica € muito importante. As duas abordagens mais utilizadas
sdo a recolha em solvente liquido e a recolha em fase solida, sendo também utilizada a
recolha directamente para um vazo vazio, por exemplo no caso de extractos lipidicos

(Lucas, Martinez de la Ossa, Rincén, Blanco, & Gracia, 2002).

1.9.1. Condigoes de Recolha

A recolha em solvente liquido é mecanicamente simples e tem sido a técnica mais
utilizada para matrizes naturais. A recolha pode ser feita recorrendo a dois métodos
diferentes, colocando um frasco de recolha com o solvente eleito no final do sistema de
extraccdo e a mistura extracto-CO, € borbulhada no solvente ou a mistura extracto-CO,
é despressurizada para um vazo de recolha antes de entrar em contacto com o solvente.
Para o Gltimo sistema a eficiéncia da recolha depende da eficiéncia da transferéncia dos
compostos extraidos da fase gasosa para o solvente (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi,
2007).

Existem varios sistemas de recolha em fase sélida utilizados na extraccdo supercritica.
A recolha em fase solida é normalmente efectuada despressurizando o CO; e 0 extracto
obtido num compartimento que contém por exemplo esferas de vidro ou metal onde os
compostos extraidos ficam adsorvidos. Apos este passo utilizam-se solventes liquidos

para recuperar o extracto (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007).
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1. Extractos Naturais a Partir de Residuos de Azeitona

1.1. Matérias-primas

As matérias-primas em estudo para obtencdo de extractos naturais foram o residuo de
carogo de azeitona da variedade Hojiblanca proveniente da indlstria da azeitona de
mesa e 0 bagaco de azeitona seco proveniente da industria de producéo de azeite.

O residuo de caroco de azeitona € proveniente da producdo de azeitona de mesa
recheada, encontra-se por isso com alguns residuos de polpa e pedunculos, no entanto é
referido ao longo do presente estudo apenas como carogo de azeitona pois este
representa a maior percentagem da matriz.

Do processo de extraccdo de azeite de duas fases resulta o bagaco de azeitona humido,
mas parte deste residuo é utilizado posteriormente para extraccao de 6leo de bagaco,
mas antes do processo de extraccdo de dleo de bagaco (processo com hexano) €
necessario secar todo o residuo. Este residuo de bagaco seco foi utilizado como matéria

prima para obtencdo de extractos ao longo deste trabalho.

1.2. Processamento das Matérias-primas Para Obtencdo dos Extractos
Naturais Derivados da Azeitona

O processamento dos carogos de azeitona envolveu numa primeira fase a diminuicdo da
granulometria (quebrar os carogos e homogeneizar) e numa segunda fase a liofilizagédo
durante 72horas (Edwards Modulyo,UK), com o objectivo de lhes retirar a agua.
Por sua vez para 0 bagaco de azeitona ndo foi necessario proceder ao passo de
liofilizacdo, apenas foi necessario ajustar a granulometria pois esta matriz encontra-se
livre de agua devido ao processo de secagem a que foi submetido, tal como ja foi

referido anteriormente, na inddstria de producéo de azeite de onde foi obtido.

Figura 2.1 — As matrizes em estudo ap6s o processamento para obtencéo de extractos naturais: a) Caroco de
Azeitona e b) Bagago de azeitona.

Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia 21
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capitulo2 —

Materiais e Métodos
1.3. Extractos Hidrodlcoolicos

Preparam-se extractos convencionais das duas matrizes seleccionadas, para
caracterizagdo dos compostos fendlicos e avaliacdo da actividade antioxidante.
Procedeu-se a extraccdo das duas matrizes com dois solventes em diferentes
propor¢oes: agua (100%), etanol (100%) e etanol:agua (80:20 v/v) (Bianchi, 2003).

A escolha das condicGes de operacao das extracgdes aquosas foi realizada com base em
trabalhos realizados anteriormente no laboratério de acolhimento (Matias, 2008). As
condigBes Optimas seleccionadas foram razdo 2 (m/m) matriz/solvente, agitacdo com
agitador mecanico (IKA — RW20.n, IKA Works, Germany) em reactor batch a 700rpm
durante 30 minutos a temperatura ambiente e a separacdo dos solidos foi efectuada por
filtracdo em buckner.

Os rendimentos de extraccdo obtidos para as matrizes em estudo em g extracto/ g de

matriz encontram-se no Capitulo 3 — Seccéo 1.1.1.

1.3.1.1. Extractos Lipidicos
1.3.1.1.1. Extracg¢do em Soxhlet com Hexano

A determinacdo do conteddo em lipidos pode estabelecer a qualidade comercial de um
fruto ou semente, e/ou verificar o estado de maturacdo destes; € também um primeiro
passo de avaliagdo qualitativa do Oleo extraido (analise preparativa). Os lipidos
apresentam baixa solubilidade em &gua e alcool e uma elevada solubilidade em éter
etilico, éter petroleo e outros solventes polares semelhantes. Num grande ndmero de
estudos publicados os lipidos sdo extraidos dos alimentos usando etil-éter pois este foi 0
primeiro solvente utilizado no inicio do século 20 (Perretti, Montanari, & Fantozzi,
2006).

Nesta etapa do presente trabalho pretendeu-se estudar as condi¢cdes de extraccdo e as
fracces lipidicas obtidas, com intuito de identificar qual o melhor processamento para a
obtencdo de um extracto natural rico em compostos lipidicos com bioactividade
reconhecida. Procedeu-se & extracgdo do caroco e do bagaco de azeitona em soxhlet
com hexano (Sigma, Germany) (Lopes & Bernardo-Gil, 2005), (Lo6pez-Lopez,
Montand, Ruiz-Méndez, & Garrido-Fernandez, 2008), recorrendo a uma instalacéo
igual a que se encontra na figura seguinte (Figura 2.2).
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Matriz

(caroco ou bagaco de azeitona)

Figura 2.2 — Montagem utilizada para a extrac¢do do carogo e do bagago de azeitona em soxhlet com hexano.

Recorrendo a instalacdo referida, soxhlet, extrairam-se 5 g de matriz (caro¢o ou bagaco
de azeitona liofilizados) com 200mL de hexano durante 1, 2, 3 e 6 horas. O extracto foi
filtrado e evaporado o solvente recorrendo a um rotavapor (Rotavapor R-114, waterbath
B480 — Buchi, Switzerland) e a massa de extracto lipidico contabilizada. Os
rendimentos de extraccdo obtidos para os extractos de caroco e bagago de azeitona
encontram-se no Capitulo 3 — Seccéo 1.2.1 expressos em %(g de extracto/ g de matriz).

1.3.2. Extracgdo Supercritica Utilizando sc-C02
O objectivo deste estudo foi avaliar a potencialidade de obtencdo de um extracto
lipidico com propriedades antioxidantes recorrendo a tecnologia supercritica.
A extracgdo foi feita utilizando sc-CO, em batch semi-continuo e a instalagéo utilizada
estd de acordo com a apresentada na figura seguinte (Figura 2.3) que foi construida
através da adaptacdo uma instalacdo existente no laboratério de acolhimento.
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Figura 2.3 - Esquema da montagem utilizada para a extrac¢do supercritica do caroco e do bagaco de azeitona:
1 - garrafa de CO,; 2, 6, 10 — Vélvula de agulha; 3 — Banho de arrefecimento do CO,; 4 — Bomba de liquidos;
5, 7 — Mandémetro; 8 — Forno termostatizado, 9 — Extractor; 11 — Caudalimetro; 12 — Vaso de recolha .

O forno que contém o extractor (célula de ago inoxidavel de alta pressdo) é
termostatizado inicialmente a 40°C, sé depois se pressuriza a instalacdo. O diéxido de
carbono é liquefeito, por reducdo da temperatura a saida da garrafa, e pressurizado
lentamente com uma bomba de liquidos até a pressdo de 25MPa. A instalacdo
permanece a 40°C e 25MPa durante 30 minutos para que o CO, pressurizado se va vai
difundindo lentamente através da matriz que se encontra dentro do extractor, ver Figura
2.4.

14/08/2009

Figura 2.4 — Fotografia do extractor utilizada para proceder & extracgao supercritica do carogo e do bagaco de
azeitona.

As matrizes (caroco e bagaco de azeitona) foram introduzidas num extractor (célula de

aco inoxidavel de alta pressdo) de acordo com o esquema que se segue Figura 2.5.
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Figura 2.5 - Esquema do enchimento do extractor.

Apos os 30 minutos de estabilizacdo abre-se a valvula & saida do extractor (Figura 2.3
(10)) e recolhe-se o extracto no vaso de recolha (Figura 2.3 (12)) que se encontra em
gelo para garantir que se conseguem recuperar 0S compostos volateis que se esta extrair.
Procedeu-se a extraccdo do caroco e do bagaco de azeitona durante 1 e 3 horas,
garantindo que o caudal de CO, a saida (Figura 2.3 (11)) foi de 2,5+0,5ml/min. A
cinética de extraccdo foi acompanhada e o estudo comparativo dos rendimentos de
extraccdo (g de extracto/g de matriz) ao longo do tempo encontra-se no Capitulo 3 —
Seccdo 1.2.1.

As condicdes de extraccdo foram escolhidas tendo em conta o estudo efectuado por
Temelli, tendo em conta 0 impacto das propriedades do soluto na solubilidade. A
pressdo de extraccdo escolhida permitiu trabalhar nas condi¢cdes em que a solubilidade

do acido oleico em sc-CO; é mais elevada (Temelli, 2009).

1.4. Caracterizagdo dos Extractos Naturais a Partir de Residuos de
Azeitona
1.4.1.1. Determinacao dos Polifendis totais
1.4.1.1.1. Método de Folin-Ciocalteu

Os compostos fenolicos tém se tornado reconhecidos por possuirem beneficios para
salde e podem ser obtidos a partir de um grande leque de alimentos como a fruta e os
vegetais (Bisby, Brooke, & Suppiah, 2008).
A concentracdo de polifendis totais presentes nos extractos hidroalcodlicos de carogo e
bagaco de azeitona foi estimada recorrendo uma versdo modificada do teste de Folin-
Ciocalteu (Singleton, 1965). Este método tem como base a capacidade dos compostos
fenolicos existentes na amostra reduzirem o reagente de Folin-Ciocalteu quando se
encontram em condigdes basicas. Durante a reaccao, ocorre a dissociacdo de protdes dos

compostos fendlicos que levam a formacdo do anido fenolato, o qual € capaz de reduzir
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0S compostos presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, alterando a cor dos mesmos

para azul (Halliwell, 2004).

Em resumo, a 20uL de amostra adiciona-se agua (1580uL), posteriormente adicionam-
se 100uL de reagente de Folin-Ciocalteu (Merck, Germany) e 300uL de uma solucéo
saturada de Na,COjs (Pronalab, Portugal) e esta mistura é mantida a 40°C na estufa
(Binder; Germany) durante 30 minutos. Utiliza-se o &cido gélico (Fluka; Germany) para
determinacdo da curva padrdo (0-1000mM) e os resultados sdo reportados em
equivalentes de é&cido galico (EAG), a absorvancia é lida a 765nm num
espectrofotometro (Thermo Espectronic, Genesys10uv; U.S.A).

Os resultados do contetdo total em polifendis para os extractos estudados encontram-se
no Capitulo 3 — Seccdo 1.1.2 e no Anexo 1, para 0s extractos convencionais, e no
Capitulo 3 — Seccdo 1.2.2, para os extractos lipidicos de caroco e bagaco de azeitona.

Os valores apresentados sdo a média de ensaios independentes (n>3) + desvio padrao.

1.4.1.2. Determinagdo do Perfil em Polifendis Recorrendo a
Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)

As andlises de HPLC foram efectuadas através de colaboragéo com o Grupo de Quimica Analitica do

Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica (ITQB), com contribui¢ao especial da Doutora Maria

Rosario Bronze.

Os perfis cromatograficos dos Polifendis dos extractos em estudo foram obtidos por
HPLC acoplado a um detector de diodos (Surveyor, Thermo Finnigan, San José, C.A.,
USA). As separacOes foram efectuadas a 35°C com uma pré-coluna LiChrospher (5m,
d.i. 250mm x 4mm) RP-18 da Merck com uma pré-coluna com o mesmo enchimento. O
injector de amostras foi mantido a 12°C e utilizou-se um loop de injecgdo de 20uLpara
efectuar a injeccdo das amostras. A fase movel consiste numa mistura de gradiente do
eluente A (&cido fosférico 0,1%) com o eluente B (acido fosforico — acetonitrilo — agua
1:400:595, v/v/v), com um caudal de 700pL/min. O programa de gradiente utilizado foi
desenvolvido de acordo com trabalhos prévios efectuados no laboratorio (M.N. Bravo,
2006).

Para a confirmacdo da presencga de hidroxitirosol nos extractos foi acoplado, em série,
ao HPLC-DAD um detector electroquimico, este composto foi quantificado recorrendo

a um software de aquisicédo e tratamento de dados: Chromquest (verséo 4.0 - Thermo
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Finnigan, San José, C.A., USA). As concentracOes de hidroxitirosol nos extractos

convencionais de carogo e bagaco de azeitona encontram-se expressas em ppm (mg/L)
no Capitulo3 — Figura 3.3.

1.5. Quantificagdo da Proteina Total Recorrendo ao Método de Bradford
O método utilizado na determinacdo do teor em proteinas existente nos diferentes
extractos foi o método de Bradford. Este método constitui um ensaio rapido e livre das
interferéncias quimicas que limitam outros métodos semelhantes; no entanto apresenta
desvantagens como a susceptibilidade a interferéncia de detergentes e a necessidade de
um controlo do pH das solugdes a analisar. A ndo observancia destes factores pode
conduzir & obtencdo de resultados falseados por alterarem os valores de absorvancia
medidos (Zaia, Zaia, & Lichtig, 1998), (Bradford, 1976).
Este método tem como base a ligacdo de um corante sintético (Azul brilhante de
Coomassie G250) as proteinas, através das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos,
através de ligagdes idnicas e hidrofébicas. A forma protonada do corante exibe uma
coloracdo vermelha, com um maximo de absorvancia a 465nm. Ao ligar-se as proteinas,
as interaccOes hidrofdbica e ionica estabilizam a forma aniénica do corante, de cor azul,
exibindo uma alteracdo do maximo de absorcdo da radiacdo electromagnética de um
comprimento de onde de 465nm para um comprimento de onde de 595nm. Esta reaccéo
em geral é répida, aproximadamente 5 minutos, mantendo-se 0 complexo corante-
proteina estavel durante uma hora. O método é aplicavel a todas as proteinas, embora a
guantidade de corante que se liga varie de proteina para proteina, apresentando a
albumina de soro bovino (BSA — Bovine Serum Albumin) uma grande afinidade com
este corante. Esta variacdo de absorcao esta relacionada com a proporcao de residuos de
aminoacidos bésicos e hidrofébicos na proteina em questdo. Assim, € importante utilizar
como proteina padrdo uma proteina com composicdo semelhante a proteina a dosear.
Através da representacdo grafica dos valores das absorvéncias lidas, em funcdo da
concentracdo em proteina das solucdes padrdo, € possivel obter uma curva de
calibracdo. Atraves de interpolacdo grafica pode-se determinar a concentracdo da
proteina em que a curva de calibracdo seja aproximadamente linear, e as concentra¢des
suficientemente baixas, de forma a garantir a aplicabilidade da Lei de Lambert-Beer
(Zaia, Zaia, & Lichtig, 1998), (Bradford, 1976).
Em resumo, adicionar 1,5mL de reagente de Bradford (Sigma, Germany) a 50uL de

extracto, agitar bem a solucdo, aguardar entre 5 a 40 minutos e ler a absorvancia a
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935nm num espectrofotometro (Thermo Espectronic, GenesyslOuv; U.S.A). Foi

escolhida a BSA (Sigma, Germany) para elaboracdo da recta de calibragdo, sendo os
resultados apresentados em ggsa/g de extracto e encontram-se no Capitulo 3 — Seccéo
1.1.3.

1.6. Avaliagdo da Capacidade Antioxidante
Existe cada vez mais o interesse de conhecer a capacidade antioxidante de produtos
alimentares, pois esta medida pode fornecer uma grande variedade de informacdes, tal
como a resisténcia a oxidacdo, contribui¢do quantitativa das substancias antioxidantes,
ou a actividade antioxidante que estas podem possuir no organismo quando ingeridas
(Zulueta, Esteves, & Frigola, 2009).
A capacidade antioxidante dos extractos naturais depende das sinergias existentes entre
os diferentes compostos presentes, desta forma € perceptivel que podem existir
diferentes mecanismos de actuacdo num mesmo extracto sobre os radicais livres. Tendo
em conta a possibilidade de ocorréncia de sinergias é fundamental a combinacdo de
mais de dois métodos de determinacdo da capacidade antioxidante in vitro (Huang, Ou,
& L. Prior, 2005).
A actividade antioxidante dos extractos foi estudada recorrendo a avaliacdo da
capacidade de resgate do radical livre peroxilo (ROO®) e a avaliacdo da capacidade de
inibicdo de producdo do radical hidroxilo (HO®). A capacidade de resgate do radical
livre peroxilo foi determinada pelo método de ORAC (Oxigen Radical Absorbance
Capacity) e pelo ensaio de Inibicdo de Autooxidacdo Lipidica Induzida (LDL - Low-
Density Lipoprotein). Ambos os métodos tém como base a medicdo da capacidade que
determinados compostos presentes na amostra tém em doar um atomo de hidrogénio a
espécie reactiva. Estes métodos inserem-se no grupo de ensaios ja anteriormente
referidos (Capitulo 1), HAT (Hydrogen Atom Transfer) como sendo os mais relevantes
na avaliacdo da influéncia dos antioxidantes na quebra das reaccdes radicalares, que
ocorrem in vivo (Bisby, Brooke, & Suppiah, 2008) (Matias, 2008).
Por sua vez a capacidade dos extractos em inibir a producdo do radical hidroxilo foi
determinada recorrendo ao método de HORAC (Hydroxyl Radical Adverting Capacity),
que fornece uma medida indirecta da actividade antioxidante contra a quebra de radicais

hidroxilo.
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1.6.1. Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre ROO*

1.6.1.1. Método de ORAC

O método de ORAC mede a capacidade de resgate do radical peroxilo (ROO)
produzido pelo AAPH (Fluka, 98%; Germany) a 37°C via um mecanismo classico de
transferéncia do 4tomo de hidrogénio. A fonte de oxidagdo dos radicais peroxilo nestes
ensaios ¢ normalmente um iniciador “azo” como o 2,2’azobis(2-amidinopropano)
dihidroclorado (AAPH). Quando sujeitos a termdlise estes iniciadores geram radicais de
carbono que reagem com o oxigénio e ddo origem a espécies reactivas de radicais de
peroxilo, estes radicais sdo representativos dos envolvidos em auto-oxidagoes
bioquimicas e podem ser utilizados a pH fisioldgico (Cao, Alissiodagger, & Cutler,
1993), (Bisby, Brooke, & Suppiah, 2008).

A capacidade de resgate é medida através da cinética da reaccdo de oxidacdo de um
fluoréfero, neste caso a fluoresceina diacetato, na presenca do AAPH o iniciador. Neste
método mede-se a reducdo na fluorescéncia da solucdo e avalia-se a capacidade
protectora das amostras testadas. Na figura seguinte encontram-se esquematizadas as

reaccOes que ocorrem durante o ensaio de ORAC(Cao, Alissiodagger, & Cutler, 1993).
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Figura 2. 6- Esquema de reacgdes ocorridas no ensaio de ORAC no qual o AAPH, por termodegradacéo,
produz radicais peroxilo que reagem com a Fluoresceina (FLH). Na presenga de um antioxidante, AH, este
resgata o radical, dando origem a compostos nao reactivos, ROOH e ROOA. Adaptado de Bisby, Brooke, &

Suppiah (Bisby, Brooke, & Suppiah, 2008).

Recorrendo a uma modificacdo deste método, avaliou-se a capacidade dos compostos
presentes nos extractos de caroco e bagaco de azeitona resgatarem o radical peroxilo e
como consequéncia, os radicais formados diminuem a fluorescéncia da fluoresceina ao
longo do tempo. Os antioxidantes existentes nos extractos em estudo bloqueiam a
oxidacdo desta até que toda a actividade antioxidante da amostra se esgote. A area
abaixo da curva de fluorescéncia (AUC) é utilizada para quantificar a actividade
antioxidante total do radical peroxilo na amostra. A actividade antioxidante ¢é

determinada através da comparacdo desta curva com a curva padrdo obtida, usando
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varias concentracfes de Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic

Acid), anélogo a vitamina E (Zulueta, Esteves, & Frigola, 2009).

Em resumo, numa placa de 96 pocos adiciona-se 25uL de amostra (ou PBS — Branco),
150pL de uma solucdo de fluoresceina diacetato (4x10°mM) e incuba-se a 37°C durante
10 minutos. Apoés incubacéo, adicionar 25uL de AAPH (41,4g/L) a cada um dos pocos.
A fluorescéncia da mistura reaccional é medida a cada 1 minuto, ao longo de 30
minutos a temperatura de 37°C (Aem=515nm, Aex=493nm). Todas as solucbes sdo
preparadas em PBS (75mM, pH 7.4)".

Seleccionou-se o Trolox como composto fenolico padrdo, pelo que, em cada ensaio, é
necessario efectuar uma recta de calibracdo com solugdes padrdo de Trolox (0, 5, 10,
20, 40, 50 pM). Os resultados finais de ORAC sédo calculados através da regresséo
linear entre os valores de concentracdo de Trolox e a area abaixo da curva de
fluorescéncia (AUC), sendo expressos em equivalentes de Trolox (Capacidade
Antioxidante em Equivalentes de Trolox - uM CAET).

Os valores obtidos para a capacidade antioxidante (umol de CAET/ g de extracto, pmol
de CAET/ g de matriz) dos extractos em estudo encontram-se no Capitulo 3 —
seccdol.l.4.1(extractos convencionais de caro¢o e bagaco de azeitona) e na seccao

1.3.1.1 (extractos lipidicos de caro¢o e bagaco de azeitona).

1.6.1.2. Inibicdo de Autooxidagdo Lipidica induzida (LDL)

Existe um grande interesse por parte dos consumidores e nutricionistas em quantificar
as propriedades antioxidantes dos alimentos (Ciz, Cizova, Denev, Kratchanova, Slavov,
& Lojek, 2009). Existem estudos que comprovam que a terapia com antioxidantes,
como os polifendis, é eficaz nos primeiros estados da arteriosclerose pois estes
compostos previnem a oxidagdo da LDL (LDL — Low-Density Lipoprotein) alterando
desta forma os mecanismos de desenvolvimento da doenca (Kaliora, Dedoussis, &
Schmidt, 2006).

Recorreu-se a0 método de inibicdo de autooxidacdo lipidica induzida para avaliar a
capacidade de resgate do radical peroxilo (ROO®) dos compostos existentes nos
extractos em estudo em substracto lipidico. Este método induz artificialmente a
autooxidagdo do &cido linoleico ou da LDL recorrendo ao Cu(ll) ou a um iniciador azo

que no nosso caso é o0 AAPH. O seguimento da reacgdo de autooxidacdo é conseguido

! Protocolo de preparagéo do PBS 75mM, pH 7.4 consultar Anexo 2

30 Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capl’tulo 2—

Materiais e Métodos
através da absorvancia a 234nm, lida num espectrofotometro (Thermo Espectronic,

Genesys10uv; U.S.A), Anax (maximo de absorvancia) correspondente aos dienos
conjugados formados na reaccdo de oxidacdo (Huang, Ou, & L. Prior, 2005).

O ensaio de controlo determinado a partir da incubacdo da lipoproteina com um agente
oxidante (AAPH) e os ensaios com antioxidantes foi determinado a partir da incubacgéo
da lipoproteina com um agente oxidante e 10uL da amostra (Diluida 1:100). Dado que 0
declive da curva da fase de laténcia e o andamento da oxidacdo depende da
concentracdo de antioxidante em contacto com a lipoproteina (Huang, Ou, & L. Prior,
2005), todos os ensaios foram realizados utilizando a mesma concentracdo de extracto
em contacto com a LDL. Os extractos testados foram: extracto de caro¢o de azeitona
obtido em soxhlet com hexano (Caro¢co Hexano 3H), extracto de carogo de azeitona
obtido com sc-CO, (sc-Caroco 1H e sc-Carogo 3H), extracto de bagaco de azeitona
obtido em soxhlet com hexano (Bagaco Hexano 3H), extracto de bagaco de azeitona
obtido com sc-CO; (sc-Bagaco 1H e sc-Bagaco 3H) e as curvas obtidas para a inibicédo
de autooxidacdo lipidica induzida encontram-se no Anexo 4.

A capacidade de inibicdo da autooxidacdo induzida da LDL é realizada por
espectrofotometria através da adaptacdo do método descrito por Esterbauer et al.
(Esterbauer H, et al., 1989) e a percentagem de diminuicdo do tempo de laténcia na
oxidacdo da LDL encontra-se no Capitulo 3 — seccédo 1.3.1.2.

A LDL, adquirida & Applichem, Biochemica, é isolada do plasma humano e antes de se
iniciar o0 ensaio é necessario proceder a didlise em colunas PD-10 Dessalting para
remocao do agente quelante. A quantidade de proteina é depois quantificada recorrendo
ao método de Bradford ja descrito previamente (1.5.Quantificacdo da Proteina Total
Recorrendo ao Método de Bradford). O método da inibi¢do da auto-oxidacdo da LDL
consiste na incubacdo de 0,1mg/L de proteina com a amostra e com 0 agente indutor
AAPH (500uM) a 37°C. A absorvancia da mistura final é lida a 234nm de 5 em 5
minutos ao longo de 10 horas.

A capacidade que cada extracto possui para inibir a oxidacdo da LDL e determinada
pelo prolongamento da fase laténcia relativamente ao controlo (LDL+AAPH) e
expressa em percentagem (%) de inibicdo, calculada a partir da seguinte equacéo (Eq.
2.1)

% Inibigao = (femestre —tconrolo ) 5 10 (Eq. 2.1)

tamostra
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Onde,

teontrolo - 1€MpO de laténcia do Controlo

tamostr a - 1€MPO de laténcia com amostra

Note-se que uma das desvantagens deste método é o facto da mistura testada durante o
ensaio ser muito complexa (LDL+Extracto) facto que pode alterar o comportamento da

curva de oxidacdo na fase de laténcia de ensaio para ensaio (Prior, R.L., et. al, 2005).

1.6.2. Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre HO*
1.6.2.1. Método de HORAC

O radical hidroxilo (HO") é o ROS ROS — Reactive Oxygen Species) mais reactivo
formado através de redugdes sucessivas do oxigénio molecular (O,) no metabolismo
celular, é responsavel por efeitos citotoxicos observados em organismos aerébios desde
as bactérias até as plantas e animais (Bektasoglu, Celik, Ozyiirek, Giiclii, & Apak,
2006).

As células possuem mecanismos bioldgicos de defesa, como as enzimas, que convertem
as ROS em espécies inofensivas para 0 organismo, no entanto a maior parte da defesa
depende de uma variedade de antioxidantes ndo-enzimaticos, tal como as vitaminas C e
E e muitos fitoquimicos que tém propriedades de resgate de oxidantes e radicais livres.
O radical hidroxilo tem sido o0 ROS mais utilizado nos métodos de avaliacdo da
capacidade antioxidante pois € um radical chave na autooxidacdo e pode ser gerado
através de decomposigdo térmica de compostos “azo”. Biologicamente o radical
hidroxilo é gerado quando o perdxido de hidrogénio reage com Fe(ll) (reaccdo de
Fenton). No entanto, a utilizacdo da mistura Fe(l1)/H,O, para determinagcdo da
capacidade antioxidante apresenta como desvantagem o facto de muitos antioxidantes
serem também metais-quelantes, tornando-se impossivel distinguir se os antioxidantes
sdo apenas bons metais-quelantes ou se resgatam o radical HO® (Huang, Ou, & L. Prior,
2005).

No trabalho apresentado, a capacidade de resgate/inibicdo de geracdo dos radicais HO®
foi quantificada recorrendo ao método de HORAC (Hidroxyl Radical Averting
Capacity). Este método permite quantificar a capacidade que os extractos naturais tém
para quelar ides metalicos reactivos, catalisadores de reaccfes de oxidacdo. De forma
indirecta, é possivel determinar a capacidade dos extractos em inibir a formacdo de

radicais livres de hidroxilo recorrendo a uma reac¢do do “Tipo Fenton” entre um metal,

32 Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capl’tulo 2—

Materiais e Métodos
Co(Il), e o peroxido de hidrogénio, H,0,. O Co(ll) e H,0, ao reagirem formam espécies

reactivas que oxidam o fluor6fero com o qual entram em contacto, neste caso a
fluoresceina que na sua forma oxidada se torna incolor (Ou, Hampsch-Woodill,
Flanagan, Deemer, Prior, & Huang, 2002), (Matias, 2008). Tal como no método de
ORAC, é possivel acompanhar a cinética da reaccédo de oxidacdo medindo a reducdo da
fluorescéncia da solucdo e, dessa forma, quantificar a capacidade protectora dos
extractos testados.

A figura seguinte, Figura 2.7, esquematiza as reac¢fes que ocorrem durante o ensaio de
HORAC e que permitem avaliar se 0 extracto em estudo possui capacidade

antioxidante.

H,0, + M(Dh
Ho" % R-H
o, - H,0
\ QX{) ROOH
ROO"*
R-H

Figura 2.7 — Esquema da reacc¢éo do peroxido de hidrogénio (H,0,) em presenca de ides metalicos (M(I1)). A
reaccgdo gera o radical hidroxilo HO". Este radical é muito reactivo e ao reagir com espécies antioxidantes
presentes nos extractos (R-H) capta um hidrogénio originando uma espécie com um electrao desemparelhado
(R"). Por sua vez esta espécie reage com o O, molecular formando o radical peroxilo ROO" adaptado de (Ou,
Hampsch-Woodill, Flanagan, Deemer, Prior, & Huang, 2002).

O método baseia-se na capacidade de determinados compostos presentes nos extractos
em estudo, inibirem a oxidacdo da fluoresceina induzida pelos ides metélicos gerados
pela reaccdo iniciada pelo Co(ll) (Eq.2.2) (Mazziotti, Mazzotti, Pantusa, Sportelli, &
Sindona, 2006).

FL + Co(Il) + Hy05 > FL,yi400a + OH' (Eq.2.2)

Esta reaccdo origina a formacdo de radicais hidroxilo, que ndo sdo produzidos se o ido
metalico ndo reagir com o peroxido de hidrogénio.

Em resumo, numa placa de 96 pocos adiciona-se 10uL de amostra (ou PBS — Branco),
180uL de uma solucdo de fluoresceina (4x10°mM) e incuba-se a 37°C durante 10
minutos e adiciona-se 5uL de H,0, (1,1M). Apos incubacéo, adicionar 5uL de CoF; a

cada um dos pogos. A fluorescéncia da mistura reaccional é medida a cada 1 minuto, ao
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longo de 30 minutos a temperatura de 37°C (Aem=515nm, Ae=493nm). Todas as

solucdes sdo preparadas em PBS (75mM, pH 7.4)™.

Seleccionou-se o acido cafeico como composto fendlico padrdo, pelo que, em cada
ensaio, é necessario efectuar uma recta de calibragdo com solugcbes padrdo de acido
cafeico (0, 100, 200, 300, 400, 600 uM). Os resultados finais de HORAC séo calculados
através da regressdo linear entre os valores de concentracdo de &cido cafeico a area
abaixo da curva de fluorescéncia (AUC), sendo expressos em equivalentes de &cido
cafeico (Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Acido Cafeico - uM CAEAC).
Os valores obtidos de HORAC (umol de CAEAC/ g de extracto, umol de CAEAC/ g de
matriz) encontram-se no Capitulo 3 — Secgdo 1.1.4.2.1 (extractos hidroalcodlicos de
carogo e bagaco de azeitona) e na Sec¢do 1.3.2 (extractos lipidicos de caroco e bagaco

de azeitona).

1.7. Determinagdo e quantificagdo dos dcidos gordos

As analises de determinacéo e quantificacio foram efectuadas através de colaboragéo com o Grupo
Sovena, com contribuicio especial da Engenheira Marina Reis.

A identificacdo e quantificacdo dos acidos gordos presentes nos extractos em estudo
foram efectuada recorrendo a analise através de Cromatografia Gasosa (GC — Gas
Chromatagraphy). Os extractos foram sujeitos a derivatizagdo, utilizando KOH(9.1%) e
n-Heptano, para obtencdo dos metil-esters. As andlises cromatogréficas foram feitas
recorrendo a um GC (Thermo, Trace GC Ultra) equipado com uma coluna capilar
Termo TR Wax 30mx0,25mm com uma espessura de filme de 0,25um; um injector
PTV a 523K e um detector ionizador de chama a 523K. O gas de arraste utilizado foi
hélio a 1.2mL/min. O programa de analise foi: 5min a 473K, 1,5K/min até aos 503K,
depois mantém a 623K durante 0,5min. A identificacdo dos acidos gordos foi feita com
base a padrdes de externos utilizando compostos de referéncia (Altech — K107 FAME
Mix, AOCS mix 3).

A identificacdo e quantificacdo dos &cidos gordos (g de acido gordo/ g de extracto)
presentes nos extractos em estudo encontram-se no Capitulo 3 — Seccéo 1.4 e nos Anexo

5, Anexo 6 e Anexo 7.

! Protocolo de preparagéo do PBS 75mM, pH 7.4 consultar Anexo 2
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1.8. Determinacdo da estabilidade oxidativa

As analises de Rancimat foram efectuadas através de colaboracdo com o Grupo Sovena, com

contribuicdo especial da Engenheira Marina Reis.

Pretendeu-se avaliar a influéncia da adicdo de diferentes percentagens de extracto
supercritico de caroco e bagaco de azeitona na estabilidade oxidativa do Oleo de
girassol, para tal recorreu-se ao método de Rancimat (Gomes, Delcuratolo, & Paradiso,
2008). Este metodo tem como base a determinacdo automatica do tempo necessario
(tempo de inducdo — TI) para se atingir a fase exponencial da oxidacdo, ponto de
mudanca da velocidade da reaccdo, isto é, entrada na etapa de propagacdo no
mecanismo radicalar de oxidacdo lipidica (Matias, 2008),(Gomes, Delcuratolo, &
Paradiso, 2008).

As diferentes percentagens de extracto supercritico de caro¢o e bagaco de azeitona
foram adicionadas ao 6leo de girassol de acordo com o esquematizado na tabela
seguinte (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Amostras preparadas para realizar o teste de rancimat e avaliar a influéncia da adi¢éo dos
extractos supercriticos de carogo e bagaco de azeitona ao 6leo de girassol na estabilidade oxidativa.

% Extracto (g)
sc-Carogo 1H sc-Carogo 3H sc-Bagaco 3H
0,05 -
Oleo de girassol 0,05 0.1 0.1
1 1

Foram pesadas 3+0,1g de cada amostra (6leo de girassol + extracto) e colocadas em
recipientes conectados ao Rancimat 873 (Metrohm, Herisau, Switzerland) e sujeitas a
aquecimento 110°C (Figura 2.8). O Tl é determinado pelo aumento da conductividade da
agua desionizada, na qual ao longo do tempo de ensaio, vai borbulhando ar quente
(20L/h) que transporta os compostos volateis provenientes do processo de aquecimento
a que as amostras sdo sujeitas. Para todas as amostras foram efectuadas duas réplicas
determinadas o erro associado.

O ponto correspondente ao Tl é determinado matematicamente como o0 maximo da
segunda derivada da conductividade da agua em funcao do tempo (ver Figura 2.8) estes
valores, apresentados no Capitulo 3 — Seccédo 1.5 foram determinados recorrendo ao
sofware do equipamento.
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— co—
oleo + 0,1% sc carogo 3H /replica 2 oleo + 1% sc carogo 3H /replica 2
b r—

oleo +0,1% sc bagaco 3H / replica 2 oleo + 1% sc bagago 3H / replica 2

v Induction time
A Stabllity time

46.1 psfem
<.

Figura 2.8 — Aparelho Rancimat 873 utilizado para o teste de rancimat e exemplo da aquisi¢éo de dados
efectuada e respectivas curvas de conductividade em funcgéo do tempo.

Efectuou-se a identificacdo e quantificacdo dos acidos gordos existentes nas amostras
antes e depois do teste de rancimat (6leo de girassol + extracto), com o intuido de
avaliar se ocorreu alguma alteracdo na composicdo destas durante o processo de
aquecimento a que foram sujeitas. Estas analises foram feitas de acordo com método ja
referido anteriormente neste capitulo (1.7.Determinacdo e quantificacdo dos &cidos

gordos).

1.9. Identificagdo e Quantificagdo dos Esterois Vegetais (Fitoesterdis)

As analises de identificacdo e quantificacao foram efectuadas através de colaboracdo com o Grupo do
Professor Doutor Jodo Paulo Crespo na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, com contribuicéo especial
da sua colaboradora Andreia Teixeira.

A determinagdo e quantificagdo dos fitoesterdis presentes nos extractos em estudo
foram conseguidas recorrendo a cromatografia gasosa (GC) (Mé&eorga, E; et. al, 2007).
Foi necessario proceder a saponificagdo® dos extractos lipidicos de caroco e bagaco de
azeitona, posteriormente & extraccdo dos insaponificaveis’ e derivatizacdo para que seja
possivel a analise por GC. A derivatizacdo foi efectuada recorrendo a 50uL de piridina,
100puL de BSTFA (N,O -Bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamide) com 1% de TMS
(chloro-trimethyl-silane) e incubagdo a 70°C durante 60 minutos, apds o qual se
adicionou 5uL de padréo interno (HDS).

As analises cromatogréaficas foram feitas recorrendo a um GC (Chrompack CP 9001,
Gas chromatograph) equipado com uma coluna capilar Zobron ZB-5MS (Phenomenex,

U.S.A.) com 15mx0,25mm, com uma espessura de filme de 0,25um; a injeccgdo e feita

! Consultar Anexo 7 para consultar protocolo da saponificagéo.
2 Consultar Anexo 7 para consultar protocolo da extracgdo dos insaponificaveis.
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on-Colun, e o detector de ionizador de chama encontra-se a 523K. O gas de arraste

utilizado foi hélio a 150Kpa. O programa de analise foi: 1min a 333K, 303K/min até aos
3,66min , depois sobe a 278K/min até aos 22,65min, mantém a temperatura até aos
29,65min, depois sobre a 278K/min até aos 50,7min e mantém a temperatura a 58min.
A identificacdo dos acidos gordos foi feita com base a padrBes de externos utilizando
uma mistura de compostos de referéncia. Os cromatogramas obtidos para a analise de
GC dos extractos encontram-se no Anexo 12.

2. Extractos Naturais Obtidos a Partir de Refugo de Cereja
2.1. Matérias-primas
Considera-se refugo de cereja, a cereja que ndo possui calibre para ser
comercializada. O refugo é constituido por pedunculo, polpa e semente. A variedade

estudada Saco é uma variedade tradicional Portuguesa da zona do Fundéo.

Figura 2.9 - A matriz em estudo apds o processamento para obtencdo de extractos naturais a partir de refugo
de cereja Saco.

2.2. Processamento das Matérias-primas para obtengdo dos Extractos
Naturais Derivados da Cereja

O processamento dos do refugo de cereja envolveu numa primeira fase separacdo das

diferentes partes, pedunculo, polpa e semente. Posteriormente estas sdo liofilizadas

separadamente durante 72 horas (Edwards Modulyo,UK). Apoés a etapa de liofilizacédo

procedeu-se a diminuicdo da granulometria.

2.3. Extractos Convencionais
A extraccdo sélido-liquido, utilizada para caracterizacdo das matrizes seleccionadas, é
também o primeiro passo aplicado no processo integrado de tecnologias limpas aqui

estudada. A escolha das condicGes de operacdo da extraccdo aquosas foi realizada com
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base em resultados j& obtidos em trabalhos realizados anteriormente no laboratorio de

acolhimento.

As condicbes Optimas seleccionadas foram razdo 20 (m/m) matriz/solvente,
agitacdo em reactor batch a 700rpm durante 60 minutos a temperatura ambiente
recorrendo a um agitador mecanico (IKA — RW20.n, IKA Works, Germany), a separacao
dos sélidos foi efectuada por filtracdo em biickner. Procedeu-se & extrac¢do do refugo
de cereja com dois solventes em diferentes proporc¢des: Etanol (100%), Etanol:dgua
50:50 (v/v) e Metanol (100%), estes solventes encontram-se reportados como 0s mais
indicados para extrair compostos com propriedades antioxidantes como os polifendis e
as antocianinas (Adil, Yener, & Bayindirh, 2008).

2.4. Extractos Supercriticos
Depois da adaptacdo da instalacdo de alta pressdo para extrac¢do com sc-COz, para que
fosse possivel a utilizacdo de um co-solvente procedeu-se as extraccGes supercriticas
fraccionadas do refugo de cereja. Segue-se 0 esquema da instalacdo utilizada para a

extraccdo supercritica:

Valve 1

CO2 Coller

3

CO2 Tank

1

Figura 2.10 - Esquema da montagem utilizada para a extracgdo supercritica do refugo de cereja: 1 —garrafa
de COy; 2, 6, 10, 13 — Valvula de agulha; 3 — Banho de arrefecimento do CO,; 4, 14 — Bomba de liquidos; 5, 7 —
Manoémetro; 8 — Forno termostatizado, 9 — Extractor; 11 — Caudalimetro; 12 — Vaso de recolha, 15 — Vaso do
Co-Solvente.

As condicOes de extraccdo foram escolhidas com base em trabalhos previamente
efectuados no laboratorio de acolhimento e de acordo com varios estudos publicados
(Adil, Yener, & Bayindirh, 2008). O forno que contém o extractor é termostatizado a
50°C, s0 depois se pressuriza a instalacdo com CO,. O dioxido de carbono € liquefeito,
por reducdo da temperatura & saida da garrafa, e pressurizado lentamente com uma
bomba de liquidos até a pressédo de 25MPa. A instalacdo permanece a 50°C e 25MPa

durante 30 minutos para que o CO, pressurizado se va vai difundindo lentamente na
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matriz. O enchimento da célula do extractor foi efectuado de acordo com o esquema da

Figura 2.5. Ap6s os 30 minutos de estabilizacdo abre-se a valvula (Figura 2.10(10)) a
saida do extractor e recolhe-se o extracto no vaso de recolha que contém etanol (Figura
2.10(12) e que se encontra em gelo para garantir que conseguimos recolher os
compostos volateis que estamos a extrair.

Para avaliagdo do processo global de extraccdo e das vantagens da utilizacdo da
extracgdo supercritica como um segundo passo de extracgdo utilizaram-se os extractos
alcoolicos e hidroalcodlicos preparados por extraccdo convencional solido-liquido como
matriz. Para se efectuar este segundo passo de extraccdo, e de forma a facilitar o
manuseamento, foi necessario adicionar aos extractos de cereja maltodextrina (Sigma,
Germany) (30% m/m) antes de se proceder a sua liofilizagao.

A extraccdo supercritica dividiu-se em 3 etapas (extraccdo fraccionada), na primeira
etapa a extraccao foi efectuada apenas com sc-CO; durante 1 hora (Frac¢do 1 — sc-CO5,),
na segunda etapa a extraccdo foi efectuada com sc-CO2 + 10% de etanol durante 1,5
horas (Fracgdo 2 — sc-CO,+10%EtOH (1,5h)) e na terceira etapa extraiu-se utilizando a
mesma composicdo de solvente durante 1 hora (Fraccdo 3 — sc-CO,+10%EtOH (+1h)),
garantindo sempre que o caudal de CO2 & saida do extractor foi de 2,3+0,5mL/min. As
extraccdes foram efectuadas sequencialmente e os extractos recolhidos separadamente’.

Os rendimentos de extraccdo obtidos para as matrizes em estudo em g extracto/ g de

matriz encontram-se no Capitulo 3 — Sec¢édo 2.1.

3. Caracterizagdo dos Extractos Naturais de Cereja
3.1. Determinagdo dos Polifendis Totais
3.1.1. Quantificagdo dos Polifendis Totais Recorrendo ao Método
de Folin-Ciocalteu
A determinacdo dos polifendis totais dos extractos convencionais de cereja foi efectuada
recorrendo ao método de Folin-Ciocalteu de acordo com o referido anteriormente
(1.4.1.1 Metodo de Folin-Ciocalteu).

! Quando se efectuou a extracgdo supercritica do refugo de cereja ndo se efectuou a Etapa 3 — sc-
CO,+10%EtOH (+1h).
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3.1.2. Determinagcdo do perfil em Polifendis Recorrendo a

Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)
A determinacdo dos polifendis totais dos extractos de cereja (convencionais e
supercriticos) foi efectuada de acordo com o referido anteriormente neste trabalho
(1.4.1.2. Determinacdo do Perfil em Polifendis Recorrendo a Cromatografia Liquida:
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography). Os cromatogramas obtidos

encontram-se no Capitulo 3 — sec¢do 2.2.2. e no Anexo 15.

3.2. Avaliagdo da Capacidade Antioxidante
3.2.1. Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre ROO»
3.2.1.1. Método de ORAC
O método utilizado foi o referido anteriormente (1.6.1.
Método de ORAC). Os valores obtidos para a capacidade antioxidante dos extractos em
estudo encontram-se no Capitulo 3 — Sec¢do 2.3.1.1. Os valores apresentados sdo a

média de ensaios independentes (n>3) £ desvio padrao.

3.2.2. Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre HO«
3.2.2.1. Método de HORAC
3.2.3. 0 método utilizado foi o referido anteriormente (1.6.2
Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre HO®
Método de HORAC). Os valores obtidos de HORAC (umol de CAEAC/ g de extracto,
umol de CAEAC/ g de matriz) encontram-se no Capitulo 3 — Secgdo 2.3.2.1(extractos
convencionais e supercriticos de cereja). Os valores apresentados sdo a média de

ensaios independentes (n>3) + desvio padrao.

3.3. Thin Layer Chromatography (TLC) - Identificacdo do Alcool
Perililico

A identificacdo da presenca do alcool perililico nos extractos supercriticos de cereja foi

feita recorrendo a cromatografia em camada fina (TLC — Thin Layer Chromatography).

Utilizaram-se placas de aluminio cobertas com silica 0.20mm (Fase Estacionaria)

(Alugram® SilG/ UV,ss, Macherey-Nagel, Germany) e cloroférmio (fase Mével)

(Merck, Germany) para eluir os compostos presentes nos extractos. Os cromatogramas
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foram revelados recorrendo a vapores de iodo e observados recorrendo a uma lampada

de UV a 254nm (Lee, Lee, Kim, Lee, & row, 2000).
Os esquemas dos cromatogramas obtidos encontram-se no Capitulo 3 — Seccéo 2.4 e no

Anexo 18. Os resultados apresentados sao resultado de ensaios efectuados em triplicado.
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Etapa 1
1. Caracterizacdo dos Extractos Naturais de Caro¢o e bagaco de

Azeitona

1.1. Extractos Hidro-alcodlicos

1.1.1. Rendimentos de Extracgdo

A seleccdo do solvente é um critério importante para a extraccdo dos compostos
desejados, como tal neste estudo utilizou-se dois solventes em diferentes proporgdes:
agua (100%), etanol (100%) e etanol:dgua (80:20 v/v). Os rendimentos de extrac¢édo

obtidos para caroco e bagaco de azeitona encontram-se na figura seguinte.

Estudo comparativo dos rendimentos de extrac¢ao

- .
25 carogo de azeitona

i bagaco de azeitona
2,0

ijj B THEE

Agua Etanol Etanol:Agua (80:20)

%(g de extracto/g de matriz)

Figura 3.1- Rendimento em g extracto obtido por g de matriz (carogo e bagaco de azeitona) utilizando agua, etanol ou
etanol:agua 80:20 (v/v) como solvente.

Verifica-se que a utilizacdo de agua como solvente, nas condicdes testadas, permite
obter rendimentos de extraccdo (% g extracto/g de matriz) mais elevados, sendo o
bagaco de azeitona a matriz que permite a obteng@o de rendimentos de extraccdo mais

elevados para os diferentes solventes estudados.

1.1.2. Determinagdo dos Polifendis Totais
1.1.2.1. Método de Folin-Ciocalteu
O estudo dos polifendis totais foi feito recorrendo ao método de Folin-Ciocalteu que se
encontra descrito no Capitulo 2 e os resultados obtidos sdo os apresentados de seguida.

Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia 47
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capitulo3 —

Apresentacéo e Discusséo de Resultados

Extrac¢ao com solventes convencionais — Estudo comparativo para quantificagéo de
polifendis totais

2 I
80 L

:g T 70 L ¥ carogo de azeitona

E, § 60 | 'bagaco de azeitona u

53

2 o 50

£ ©

§ S 40 S

TE 30 4 - —

SE - —
10 ] 4- |
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Agua Etanol Etanol:Agua (80:20)

Figura 3.2— Estudo comparativo para os polifendis totais na extracgéo do caroco e do bagago de azeitona com solventes
convencionais (agua, etanol e etanol:agua na proporgéo 80:20 (v/v) ) em polifendis totais extraidos em cada grama de extracto.

Verifica-se que para o caroco a extraccao de polifendis totais € mais elevada quando
utilizamos agua (100%) como solvente, no caso do bagaco o melhor solvente é o
etanol:dgua na proporc¢do 80:20(v/v). Os extractos convencionais de caroco de azeitona
possuem uma concentracdo em polifenois totais inferior aos extractos convencionais de
bagaco de azeitona.

Infere-se que o solvente que se revelou mais promissor para a obtencdo de um extracto
de caroco de azeitona rico em polifendis é o etanol:4gua na proporg¢éo 80:20 (v/v), ou
seja esta € a composicado permite seleccionar compostos hidrofilicos e de baixo peso
molecular como o tirosol e hidroxitirosol.

Efectuou-se a quantificacdo do hidroxitirosol nos extractos preparados recorrendo a

cromatografia liquida (HPLC) e a uma curva de calibracdo com hidroxitirosol.

o0 Quantificagdo do Hidroxitosol
800
700
600
500
400
300
200
100

0

ppm de Hidroxitirosol

Agua Etanol Etanol:Agua (80:20)

¥ Carogode
Azeitona

“ Bagaco de
Azeitona

0,41 10,86 83,31

467,00 638,00 857,00

Figura 3.3 - Quantificacéo do hidroxitisol (ppm) existente nos diferentes extractos em estudo, ou seja extrac¢do do carogo e do
bagaco de azeitona com solventes convencionais (4gua, etanol e etanol:4gua na proporcao 80:20 (v/v).

Tal como se pode verificar pela figura anterior os extractos de bagagco de azeitona

apresentam uma concentracao superior de hidroxitirosol. O solvente mais indicado para
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obter um extracto rico neste polifenol é o etanol:agua 80:20 (v/v) para as duas matrizes

em estudo devido ao coeficiente de particdo deste composto no solvente.

1.1.2.2. Determinag¢cdo do perfil em Polifendis Recorrendo a
Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)

Os extractos de carogo e bagaco de azeitona foram analisados por HPLC acoplado com
detector de diodos a diferentes comprimentos de onda com o intuito de identificar qual

0 melhor comprimento de onda para obter o espectro de absorcao.
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Figura 3.4 - Perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD do extracto de carogo EtOH:H,0 80:20 (carogo C3) aos
comprimentos de onda (c.d.0.) de 254(a)), 280(b)) e 360nm(c)).

A Figura 3.4 mostra que hd um maior numero de compostos a absorver no comprimento
de onda de 254nm. Como tal este foi o comprimento de onda seleccionado para analisar
0s extractos em estudo.
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Figura 3.5 — Comparacéo do perfil cromatogréfico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto de carogo EtOH:H,0
80:20(v/v) (Carogo C3 — a)) e extracto de bagaco de azeitona EtOH:H,0 80:20(v/v) diluido na proporgéo 1:5 (Bagaco B3 —h)).

Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia 49
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capitulo3 —

Apresentacéo e Discusséo de Resultados
Através da comparacdo dos perfis cromatograficos dos dois extractos verifica-se a

presenca de compostos com um tempo de retencédo entre os 60 e 0s 90 minutos apenas
no extracto do carogo de azeitona. E de notar que se obtém o mesmo padrdo de perfis

cromatograficos para todos os extractos de caroco e bagaco de azeitona (ver Anexo 1).

1.1.3. Quantificacdo da Proteina Total Recorrendo ao Método de
Bradford

A quantificacdo da proteina total existente nos extractos hidro-alcoolicos de carogo e

bagaco de azeitona foi determinada recorrendo ao método de Bradford que se encontra

descrito no Capitulo 2.

Método de Bradford
0,014

¥ carogo de azeitona
0,012 +

“ bagaco de azeitona
0,010

0,008 -

0,006 -

0,004 -

Quantificagao daProteinaTotal
(g BSA/g deextracto)

0,002 -

0,000 -+
Agua Etanol Etanol:Agua (80:20)

Figura 3.6 — Quantificacéo da Proteina total (gesa / g de extracto) existente nos diferentes extractos em estudo, , ou seja
extracgao do carocgo e do bagaco de azeitona com solventes convencionais (4gua, etanol e etanol:agua na proporgao 80:20 (v/v).

Verificou-se que o carogo de azeitona é a matriz que permite obter extractos com
maiores concentracGes de proteina, sendo a agua o solvente mais indicado para as
extrair. Nao foi detectada proteina no extracto com etanol para as duas matrizes em

estudo, tal como esperado pois o etanol é responsavel pela desnaturacéo das proteinas.

1.1.4. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante
1.1.4.1. Avaliacdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre ROO*
1.1.4.1.1. Método de ORAC
A avaliagdo da actividade antioxidante dos extractos hidro-alcoolicos de caroco e de
bagaco de azeitona foi estudada recorrendo ao método de ORAC que se encontra

descrito no Capitulo 2.
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Actividade Antioxidante: resgate do radical peroxilo - Método ORAC
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Figura 3.7 — Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos convencionais de carogo em pmol CAET/ g de
extracto, nomeadamente o capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC.

Os extractos de bagaco de azeitona apresentam capacidade antioxidante mais elevada
que os extractos de carogo de azeitona. Verifica-se que o solvente que permite a
obtencdo de um extracto de bagaco com capacidade de resgate do radical peroxilo mais
elevada é o etanol (umol CAET/ g de extracto). O extracto aquoso e o extracto de
etanol:dgua na proporcdo 80:20 (v/v) de bagaco de azeitona possuem aproximadamente

a mesma actividade antioxidante.

1.1.4.2. Avaliacdo da Capacidade de Inibicdo da Formacgdo do
Radical Livre HO*
1.1.4.2.1. Método de HORAC
A avaliacdo da actividade antioxidante dos extractos hidro-alcoolicos de carogo e de
bagaco de azeitona em relacdo ao radical hidroxilo foi estudada recorrendo ao método

de HORAC que se encontra descrito no Capitulo 2.

Actividade Antioxidante: inibi¢ao da formagéo do radical hidroxilo -

Método HORAC
1600
1400 - @ caroco de azeitona
° & bagago de azeitona
27 o | RGO .
s £ -
5 & 1000
=2
<G 800
30
S 600 I
23 [
z E. 400
200 i
04— =
Agua Etanol EtanolAgua (80:20)

Figura 3.8 — Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante dos extractos convencionais de caro¢o em pmol de CAEAC/ g
extracto, nomeadamente a capacidade de resgate do radical hidroxilo determinada pelo método de HORAC.
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O extracto etandlico de bagaco de azeitona possui a capacidade antioxidante mais

elevada, no entanto consegue-se obter extractos de carogo e de bagaco de azeitona com
actividade antioxidante muito semelhantes quando se utiliza como solvente a agua e

etanol:agua 80:20(v/v).

Os extractos de bagago de azeitona foram preparados para serem utilizados como ponto
de comparagdo uma vez que esta matriz ja encontra amplamente estudada ao contrario
do caroco de azeitona. A extraccdo do bagaco de azeitona permite a obtencdo de
rendimentos de extrac¢do, concentracdo em polifendis no extracto e actividade
antioxidante relativamente ao radical peroxilo e hidroxilo mais elevadas que a extracgédo
supercritica do caroco de azeitona. A utilizacdo de solventes convencionais permite a
obtencdo extractos de caroco de azeitona ricos em polifendis, proteina e com actividade
antioxidante, relativamente a capacidade de resgate do radical peroxilo e capacidade de
inibicdo de formacéo do radical hidroxilo.

O solvente que permite a obtencdo de um rendimento de extraccdo do carogo de
azeitona mais elevado, agua (100%), é também o que permite a obtencdo de uma
concentracdo em proteina e polifendis mais elevada. Por sua vez o extracto etanol:agua
na proporcao 80:20 (v/v) do carogo de azeitona possui uma concentracdo inferior em
polifendis, mas € o nico onde se identificou o hidroxitirosol. E também o extracto que
apresenta um valor de ORAC mais elevado, ndo sendo este muito diferente do obtido
para o extracto de caroco de azeitona preparado com agua (100%), estes resultados
estdo relacionados com a concentracdo semelhante em polifendis totais existentes nos
extractos. O extracto de carogo de azeitona que apresenta um valor de HORAC mais
elevado € o obtido utilizando como solvente o etanol:agua na proporcao 80:20 (v/v) este
resultado pode ser relacionado com o facto de este extracto possuir a maior
concentracdo em hidroxitirosol.

Infere-se que o solvente que se revelou mais promissor para a obtencdo de um extracto
de caroco de azeitona rico em polifendis, nomeadamente em hidroxitirosol, com
propriedades antioxidantes, relativamente aos radicais peroxilo e hidroxilo é o
etanol:4gua na proporgéo 80:20 (v/v).

A concentragdo em polifendis para as duas matrizes em estudo é muito diferente, sendo
inferior para 0 carogo de azeitona, no entanto verificou-se que nos extractos de carogo
de azeitona existe um grupo de compostos fendlicos de peso moleculares superiores que

ndo conseguimos encontrar nos extractos de bagaco de azeitona. Os extractos de carogo
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de azeitona podem possuir na sua composicao compostos fenolicos de peso molecular

elevado como os flavonoides, flavonas e fendis glucosilados que os extractos de bagago
ndo possuem (Ou, Hampsch-Woodill, Flanagan, Deemer, Prior, & Huang, 2002). Sera
interessante em trabalhos futuros tentar identificar e avaliar a sua influéncia nas

caracteristicas/ actividade antioxidante do extracto em questéo.

1.2. Extractos Lipidicos
1.2.1. Rendimentos de Extracg¢do
Procedeu-se ao estudo comparativo dos rendimentos de extraccao da frac¢do lipidica do
caroco e do bagaco de azeitona ao longo do tempo para os dois métodos: i) a extrac¢do
em soxhlet com hexano e ii) a extraccdo supercritica com sc-CO, como solvente,

efectuadas de acordo com o procedimento que se encontra descrito no Capitulo 2.

Estudo comparativo dos rendimentos de extracgédo

% (g de extracto/g de matriz)
[=>)
| :
—

tempo extracgéo (h)

—4&— Carogo de azeitonahexano O Bagaco de azeitonahexano

—i— carogo de azeitona extracgéo supercritica O Bagago de azeitona extracgio supercritica

Figura 3.9 — Rendimento em gramas de extracto por grama de matriz (caroco de azeitona e bagaco de azeitona) obtidos ao longo
do tempo utilizando como solvente 0 hexano (carogo de azeitona hexano e bagaco de azeitona hexano) e rendimento em gramas
de extracto por gramas de matriz obtidos ao longo do tempo utilizando o sc-CO, (carogo de azeitona extracgao supercritica e
bagaco de azeitona extracgao supercritica).

Os rendimentos de extraccdo do carogo de azeitona sdo superiores comparativamente
aos resultados obtidos para o bagaco de azeitona. Para ambas as matrizes a utilizacdo de
processos de extraccdo diferentes, extraccdo com hexano e extrac¢do supercritica,
permite a obtencdo de rendimentos de extraccdo muito proximos. A diferenca observada
nos rendimentos de extraccdo obtidos é devida a diferenca nas polaridades do sc-CO, e
do hexano (Wang, L.; Weller, C. L.; Schlegel, V. L.; Carr, T. P.; Cuppett, S. L., 2007).
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1.2.2. Determinagdo dos Polifendis Totais!

1.2.2.1. Quantificacdo dos Polifendis Totais Recorrendo a
Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)

O estudo dos polifendis totais foi feito recorrendo a analise por HPLC acoplado com
detector de diodos com o intuito de comparar os perfis cromatograficos dos extractos

supercriticos de carogo e bagaco de azeitona em estudo.

Extrac¢do com sc-CO2 — Estudo comparativo para quantificagao de
polifenois totais
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Figura 3.10 — Estudo comparativo para os polifendis totais na extraccdo supercritica do carogo e do bagaco de azeitona durante
1 e 3 horas em miligramas de polifendis totais existente por grama extracto (mg EAG/ g extracto).

Os extractos lipidicos de caroco de azeitona obtidos recorrendo a tecnologia supercritica
apresentam uma concentracdo inferior em polifendis comparativamente aos extractos
lipidicos de bagaco de azeitona obtidos recorrendo a mesma tecnologia. Para ambas as
matrizes, carogo e bagaco de azeitona, a concentracdo em polifendis aumenta com o
aumento do tempo de extracgéo.

Foi efectuado o estudo do perfil em polifendis dos extractos lipidicos de caroco e
bagaco de azeitona obtidos recorrendo a tecnologia supercritica através de

cromatografia gasosa e o cromatograma obtido encontra-se na figura seguinte.

! Nao foi determinada recorrendo ao método de Folin-Ciocalteu porque as amostras eram incompativeis
com o método. A solucdo fica turva e ndo permite ler a absorvancia a 765nm.
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Figura 3.11 - Comparagéo do perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD a 280nm do extractos obtidos recorrendo a
tecnologia supercritica: extracto supercritico de carogo obtido ao fim de 1 hora (sc-Car 1H — a)); extracto supercritico de carogo
obtido ao fim de 3 horas (sc-Car 3H — b)) ; extracto supercritico de bagago obtido ao fim de 1 hora (sc-Bag 1H — c)) e extracto
supercritico de bagago obtido ao fim de 3 horas (sc-Bag 3H — d)).

Foi possivel identificar nos extractos supercriticos de bagaco de azeitona o
hidroxitirosol, verifica-se que a intensidade do pico correspondente aumenta com o
tempo de extraccdo. Nos extractos supercriticos de bagago de azeitona (c) e d)) existe
um pico antes dos 70 minutos que ndo encontramos no extractos supercriticos de carogo
de azeitona, ndo havendo um aumento na intensidade do pico com o aumento do tempo
de extraccdo. Estes resultados associados aos obtidos através do método de Folin-
Ciocalteu revelam que tempos de extraccdo maiores promovem 0 aumento na

concentracdo dos polifenois.

1.3. Avaliagdo da Capacidade Antioxidante
1.3.1. Avaliacdo da Capacidade de Resgate do Radical Livre ROO*
1.3.1.1. Método de ORAC
A avaliacdo da actividade antioxidante dos extractos lipidicos de caroco e de bagaco de
azeitona (extracto de hexano® e extractos supercriticos) em relacdo ao radical peroxilo
foi estudada recorrendo ao método de ORAC o procedimento encontra-se descrito no

Capitulo 2.

! N#o h4 estudo da Actividade antioxidante para o extracto de Bagago de Azeitona em hexano de 1H
porque nao existia extracto suficiente para realizar a analise.
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Actividade Antioxidante: resgate do radical peroxilo - Método ORAC

Extractos de Bagaco de Azeitona Extractos de Carogo de Azeitona
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Figura 3.12 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAET/ g de extracto) dos extractos de carogo e bagaco
de azeitona obtidos em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Caroco hexano 3H e Bagaco hexano 3H, respectivamente) e
extractos de caroco e bagaco de azeitona obtidos utilizando sc-CO, por 1 e 3 horas (Ext. Supercritico Caroco 1H, Ext.
Supercritico Carogo 3H, Ext. Bagago Supercritico 1H e Ext. Supercritico 3H, respectivamente), nomeadamente o capacidade de
resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC.

O extracto supercritico de Bagaco obtido ao fim de 3 horas de extrac¢do (Ext. SC
Bagaco 3H) apresenta uma actividade antioxidante superior ao extracto supercritico
obtido ao fim de 1 hora de extraccdo (Ext. SC Bagaco 1H), os valores obtidos
encontram-se concordantes com os publicados para o azeite (Pellegrini, et al., 2003). Os
extractos de caroco de azeitona apresentam um comportamento inverso, ou seja tempos
mais longos de extraccdo levam a obtencdo de extractos com actividade antioxidante
menor, relativamente a capacidade de resgate do radical peroxilo. Estes resultados
permitem-nos inferir que tempos maiores de extraccdo do caroco de azeitona levam a
extraccdo de compostos que promovem o aparecimento de uma sinergia negativa.

O bagaco de azeitona revelou-se a matriz mais promissora para obtencdo de extractos
com propriedades antioxidantes, no que se refere ao resgate do radical peroxilo,
verificando-se que tempos de extraccdo mais longos permitem a obtencdo de extractos

de Bagaco de Azeitona com actividade antioxidante superior.

1.3.1.2. Ensaio da Inibicdo da Auto-oxidag¢do Lipidica Induzida
(LDL)

A avaliacdo da capacidade de resgate do radical peroxilo em substrato lipidico foi
determinada recorrendo ao ensaio da inibicdo da auto-oxidacdo lipidica induzida, ou
seja a avaliacdo da capacidade dos extractos lipidicos de caroco e bagaco de azeitona
(extracto de hexano e extractos supercriticos) na proteccdo da oxidacéo da LDL in vitro
método que se encontra descrito no Capitulo 2. Na figura seguinte encontramos 0s
resultados em percentagem do aumento do tempo de laténcia na reaccao de oxidacéo da

LDL quando se adicionam 0s extractos a mistura reaccional.
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Inibigdo da Oxidacao da LDL

% do aumento do tempo de laténcia na
oxidagao daLDL
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Figura 3.13 — Estudo da inibigéo da oxidagédo da LDL por parte dos extractos lipidicos de caroco e bagaco de azeitona em % do
aumento do tempo de laténcia na oxidagao da LDL: na presenca de AAPH (controlo) e dos extractos de caroco e bagago de
azeitona obtidos em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Carogo hexano 3H e Bagago hexano 3H, respectivamente) e
extractos de carogo e bagaco de azeitona obtidos utilizando sc-CO, por 1 e 3 horas (Ext. Supercritico Carogo 1H, Ext.
Supercritico Carogo 3H, Ext. Bagago Supercritico 1H e Ext. Supercritico 3H, respectivamente).

A percentagem do aumento do tempo de laténcia no tempo de oxidacdo da LDL é maior
para 0s extractos obtidos recorrendo a tempos mais longos de extraccdo, este
comportamento é observado tanto nos extractos supercriticos de caro¢o de azeitona
como nos extractos supercriticos de bagaco de azeitona. E importante ter em
consideracdo que as percentagens de aumento do tempo de laténcia na oxidacdo da LDL
obtidas para os extractos de 3 horas recorrendo a extraccdo em soxhlet com hexano sédo
muito proximos as percentagens obtidas para os extractos supercriticos de 3 horas

Os resultados obtidos para os extractos de bagaco de azeitona através do método de
ORAC e do ensaio da auto-oxidacdo lipidica induzida encontram-se concordantes, ou
seja tempos maiores de extraccdo permitem obter extractos com capacidade
antioxidante, relativamente ao resgate do radical peroxilo, maior. Esta concordancia ndo
se verifica para os extractos supercriticos de caro¢o de azeitona, os resultados obtidos
através do método de ORAC sdo opostos aos obtidos através do ensaio da auto-
oxidacdo lipidica induzida, ou seja possuem comportamento em substracto lipidico

diferente.

1.3.2. Avaliagdo da Capacidade de Inibi¢do da Formagdo do Radical
Livre HO* (Método de HORAC)
A avaliagdo da actividade antioxidante perante o radical hidroxilo dos extractos

lipidicos de caroco e de bagaco de azeitona (extracto de hexano' e extractos

! N#o h4 estudo da Actividade antioxidante para o extracto de Bagago de Azeitona em hexano de 1H
porque nao existia extracto suficiente para realizar a analise.
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supercriticos) foi estudada recorrendo ao método de HORAC que se encontra descrito

no Capitulo 2.

Actividade Antioxidante: inibigao da formagao do radical Hidroxilo - Método HORAC

Extractos de Bagaco de Azeitona
X o Bag zel Extractos de Carogo de Azeitona

Actividade antioxidante
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Figura 3.14 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ g de extracto) dos extractos de carogo e
bagaco de azeitona obtidos em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Caroco hexano 3H e Bagago hexano 3H, respectivamente)
e extractos de caroco e bagaco de azeitona obtidos utilizando sc-CO; por 1 e 3 horas (Ext. Supercritico Carogo 1H, Ext.
Supercritico Carogo 3H, Ext. Bagago Supercritico 1H e Ext. Supercritico 3H, respectivamente), nomeadamente o capacidade de
inibicdo de formag&o do radical hidroxilo determinada pelo método de HORAC.

Tempos de extraccdo maiores levam a obtencdo de extractos supercriticos de carogo de
azeitona com uma capacidade de inibicdo de formac&o do radical hidroxilo menor. Estes
promovem a extraccdo de compostos que levam ao aparecimento de uma sinergia
negativa. Os extractos de caroco de azeitona obtidos em soxhlet com hexano
apresentam uma actividade antioxidante muito proxima aos extractos obtidos utilizando
a extraccdo supercritica.

Os extractos supercriticos de bagaco de azeitona apresentam capacidade antioxidante
em relacdo a inibicdo da formacdo do radical hidroxilo inferior ao extracto de bagaco de
azeitona obtido com hexano e tempos de extraccdo maiores permitem obter extractos
supercriticos de bagaco de azeitona com capacidade antioxidante mais elevada.

Os resultados obtidos para a capacidade antioxidante em relacdo a inibi¢do da formacao
do radical livre hidroxilo dos extractos de caroco e bagaco de azeitona encontram-se
concordantes com os obtidos para a capacidade de resgate do radical peroxilo atraves do
método de ORAC, ou seja para 0 bagaco de azeitona tempos maiores promovem a
obteng&o de extractos com capacidade antioxidante elevada, por sua vez os extractos de
caroco de azeitona obtidos para tempos menores possuem capacidade antioxidante

maior.
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1.4. Determinagdo e Quantificacéo dos Acidos Gordos

A determinacdo e quantificacdo dos acidos gordos presentes nos extractos lipidicos de

caroco e de bagaco de azeitona obtidos utilizando diferentes processos de extracgédo

(extraccdo com hexano e extraccdo com sc-CO,) foram obtidas recorrendo a

cromatografia gasosa a metodologia utilizada encontra-se descrita no Capitulo 2.

Quantificagao dos acidos Gordos presentes em maior percentagem nos extractos lipidicos de Carogo e Bagago de
azeitona obtidos utilizando hexano ou sc-CO;
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Figura 3.15 — Estudo comparativo do perfil dos acidos gordos (g de Acido Gordo/g de extracto) presentes nos extractos lipidicos
de Caroco e Bagago de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Caroco Hexano 1H, Carogo Hexano 3H, Bagaco Hexano 1H e
Bagago Hexano 3H) e extractos lipidicos de Carogo e Bagaco de Azeitona obtidos usando sc-CO, (Ext. SC Carogo 1H, Ext. SC

Carogo 3H, Ext. SC Bagaco 1H e Ext. SC Bagago 3H).

Os extractos de bagago de azeitona obtidos utilizando os dois processos de extracgdo

diferentes apresentam a mesma composi¢do em acidos gordos diferindo entre si apenas

quantitativamente. E de notar que os extractos supercriticos de bagago de azeitona tém

aproximadamente a mesma quantidade de acido oleico, no entanto esta é ligeiramente

superior para o extracto obtido em soxhlet com hexano durante 3 horas. Para 0 mesmo

tempo de extraccdo a utilizagdo da extracgdo supercritica ou extraccdo com hexano em
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soxhlet, permitem a obtencdo de extractos de bagaco de azeitona com aproximadamente

a mesma quantidade de &cido oleico. Por sua vez a extrac¢ao supercritica do bagaco de
azeitona permite obter extractos que possuem uma quantidade de &cido palmitico
superior aos extractos obtidos usando hexano.

Os extractos supercriticos de caroco de azeitona possuem uma quantidade de acido
oleico superior aos extractos obtidos utilizando hexano, observa-se que tempos
superiores de extraccdo permitem obter extractos com quantidades de &cido oleico
maiores para ambasos processos utilizados. Tal como o0s extractos supercriticos de
Bagaco de Azeitona, os extractos supercriticos de Caroco de azeitona possuem uma
quantidade de &cido palmitico superior aos extractos obtidos usando hexano. O &acido
linoleico encontra-se em maior quantidade nos extractos supercriticos de caro¢o de
azeitona e verifica-se que para os diferentes tempos de extrac¢do a quantidade extraida é
aproximadamente a mesma.

Os extractos de bagaco azeitona em estudo possuem aproximadamente a mesma
concentracdo em acido linoleico, 0o que nos indica que conseguimos a mesma
selectividade deste composto utilizando os dois processos de extraccdo diferentes, a
extraccao supercritica e extracgdo com hexano.

A matriz que se revelou mais promissora na obtencdo de um extracto rico em &cidos
gordos que possuem bioactividade comprovada, como o &cido oleico, é o caroco de
azeitona e o processo que se revelou mais indicado foi a extraccdo supercritica. Quando
comparamos a composi¢cdo em acidos gordos dos extractos supercriticos de caroco de
azeitona obtidos ao fim de uma hora com a dos extractos obtidos ao fim de trés horas
verificamos que ao aumentarmos o tempo de extrac¢do estamos a enriquecer o0 extracto

em &cidos gordos de cadeia mais curta que ndo estdo identificados.

1.5. Determinacdo da Estabilidade Oxidativa
A estabilidade oxidativa do 6leo de girassol quando se incorporam diferentes
percentagens dos extractos supercriticos de carogo e de bagaco de azeitona foi estudada
recorrendo ao teste de rancimat de acordo com o descrito no Capitulo 2.

60 Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capl’tulo 3-

Apresentacdo e Discussao de Resultados

Estudo da Estabilidade Oxidativa do Oleo de Girassol Quando se Incorporaram Diferentes Percentagens de Extracto
Supercritico de Carogo ou Bagaco de Azeitona - Teste de Rancimat
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Figura 3.16 — a) Estudo comparativo da estabilidade oxidativa, ou seja do tempo de indugéo do 6leo de girassol, éleo de girassol
com 0,05% (m/m) de extracto supercritico de Carogo de Azeitona de 1H (6leo de girassol+ 0,05% SC-CarocolH) e 6leo de
girassol com 0,05% (m/m) de extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3H (6leo de girassol+ 0,05% SC-Carogo 3H);

b)Estudo comparativo da estabilidade oxidativa, ou seja do tempo de indugédo do dleo de girassol, 6leo de girassol com 0,1% de
extracto supercritico de Carogo de Azeitona de 3H (6leo de girassol + 0,1% SC-Caroco 3H), 6leo de girassol com 0,1% de
extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3H (6leo de girassol + 0,1% SC-Bagago 3H), 6leo de girassol com 1% de extracto
supercritico de Carogo de Azeitona de 3H (6leo de girassol + 1% SC-Caroco 3H) e 6leo de girassol com 1% de extracto
supercritico de Bagago de Azeitona de 3H (6leo de girassol + 0,1% SC-Bagago 3H).

Através do teste de rancimat observa-se que a adicdo dos diferentes extractos
supercriticos de caro¢o e de bagaco de azeitona ao 6leo de girassol leva a diminuicdo do
tempo de inducdo, que e quanto maior a percentagem adicionada maior a diminui¢do
observada. Quando adicionamos a mesma percentagem de extracto supercritico de
carogo de azeitona obtido ao fim de uma hora de extraccao e de extracto supercritico de
azeitona obtido ao fim de trés horas de extrac¢cdo ao 6leo de girassol verificamos que o
ultimo leva a uma diminui¢do maior no tempo de inducdo. Este comportamento leva-
nos a crer que 0s extractos supercriticos estudados possuem efeito pro-oxidativo este
facto encontra-se concordante com os resultados obtidos para a capacidade antioxidante
através do método ORAC e HORAC.

Quando se recorre & andlise da composi¢do em &cidos gordos das amostras testadas
(6leo de girassol + extracto supercritico de carogo ou bagaco de azeitona) antes e depois
do teste de rancimat, consultar Anexo 8 e Anexo 9, verifica-se que a massa em
percentagem em &cido oleico decresce enquanto a do &cido linoleico aumenta. Este
resultado leva-nos a crer que o processo de aguecimento a que as amostras sdo sujeitas
leva ao aparecimento de compostos que promovem a oxidagdo. E importante ter em
consideracdo que o &cido linoleico possui duas ligagGes duplas, e que na configuragédo
trans contribuem para a estabilidade do mesmo, e que por sua vez a conjugacao das

ligagBes duplas é um dos primeiros passos da auto-oxidacéo lipidica, e que a partir deste
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ponto se iniciam as reac¢Ges em cadeia do processo oxidativo, 0 que sugere que este

composto possa actuar como pro-oxidante (Santos-Zago, Botelho, & Oliveira, 2008).

1.6. Determinagdo e Quantificacdo dos Esterdis Vegetais (Fitoesterois)
A identificacdo e quantificacdo dos esterdis presentes nos extractos lipidicos de caroco e
bagaco de azeitona, extractos de hexano e extractos supercriticos, foram efectuadas
recorrendo a cromatografia gasosa de acordo com a metodologia que se encontra no

Capitulo 2.
Quantificagao dos Esterois presentes nos extractos lipidicos de Carogo e Bagago de azeitona obtidos utilizando hexano
ou sc-CO2
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Figura 3.17 - Estudo comparativo do perfil de esterdis (mg de esterol /g de extracto) presentes nos extractos lipidicos de Caroco e
Bagaco de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Caroco hexano 1H, Carogo hexano 3H, Bagaco hexano 1H e Bagago
hexano 3H) e extractos lipidicos de Caroco e Bagago de Azeitona obtidos usando sc-CO, (Ext. SC Carogo 1H, Ext. SC Carogo
3H, Ext. SC Bagaco 1H e Ext. SC Bagaco 3H).

Por observacdo da figura anterior (Figura 3.17) verifica-se que a extraccao supercritica
do caroco de azeitona permite a obtengdo de extractos com um teor em esterois superior

aos extractos obtidos recorrendo a extraccdo em soxhlet com hexano. Os extractos
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supercriticos de caroco de azeitona possuem uma elevada concentracao de esqualeno. O

extracto supercritico de carogo de azeitona de 3 horas possui aproximadamente a mesma
quantidade de esqualeno que o extracto de 1 hora, ou seja quando prolongamos o tempo
de extraccdo estamos apenas a enriquecer 0 extracto noutros esterois. No presente
trabalho conseguiram-se obter extractos de bagaco de azeitona com uma concentracdo
em esqualeno aproximada a existente no azeite (azeite extra virgem 4,24mg/g e azeite
refinado 3,24mg/g (Owen, Mier, Giavosa, Hull, Spiegelhalder, & Bartsch, 2000)),
independentemente do tempo e do processo de extraccdo utilizado. No entanto verifica-
se que a extrac¢do supercritica do caroco de azeitona permite obter um extracto rico em
esqualeno e com uma concentragdo superior a reportada para 0s azeites. Existem varios
estudos que comprovam que o esqualeno contribui para a proteccdo da oxidacao do 6leo
e o0 grau de proteccdo é dependente da concentracdo de esqualeno, ou seja o efeito
protector deste aumenta com o aumento da concentracdo (Psomiadou & Tsimidou,
1999). Podemos afirmar que a utilizagdo da extraccdo supercritica para a obtencdo de
extractos lipidicos de carogo de azeitona ricos em compostos biofuncionais é vantajosa.
O esqualeno devido a sua estrutura é mais provavel que resgate as espécies reactivas de
oxigénio do que os radicais hidroxilo, este comportamento pode explicar os resultados
obtidos para a capacidade antioxidante, determinada pelo método de ORAC e HORAC
para os extractos de carogo de azeitona (Waterman & Lockwood, 2007). Os extractos de
caroco e bagaco de azeitona obtidos neste estudo possuem na sua composi¢do uma
concentracdo em [-sitosterol de acordo com o referenciado para o azeite e dleos
derivados da azeitona (Cafabate-Diaz, et al., 2007), esta concentracdo é superior a
existente nos extractos de carogo de azeitona. E importante realgar que o extracto
supercritico de caroco de azeitona obtido ao fim de 3 horas possui trés vezes mais -
sitosterol que o extracto obtido ao fim de 1 hora, levando-nos a crer que ao
prolongarmos o tempo de extrac¢do estamos a promover a extracgdo deste composto.

A utilizacdo da tecnologia supercritica é vantajosa porque permitiu obter rendimentos
de extracgdo iguais aos conseguidos recorrendo a utilizacdo de solventes organicos
como o0 hexano, a matriz que permitiu obter rendimentos de extraccdo mais elevados foi
0 carogo de azeitona. Com o presente trabalho conseguimos obter extractos de caroco e
bagaco de azeitona ricos em compostos com propriedades bioactivas reportadas através
de diversos estudos.

O contetdo total em polifendis esta correlacionado com a estabilidade oxidativa dos

azeites, no entanto esta correlagdo com os tocoferdis € muito baixa, os tocoferois
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encontram-se reportados como um dos principais antioxidantes, possuem a capacidade

de resgatar duas moléculas de radicais peroxilo e a sua actividade antioxidante encontra-
se amplamente reportada (Laguerre, Lecomte, & Villeneuve, 2007), é possivel encontrar
este comportamento nos extractos de bagaco de azeitona obtidos utilizando hexano ou
sc-CO,, ou seja 0s extractos que possuem concentracdes superiores de polifendis
apresentam uma actividade antioxidante maior apesar de possuirem um conteudo
inferior em tocoferdis. O comportamento inverso observado para 0s extractos
supercriticos de caroco de azeitona pode ser explicado pela existéncia no extracto de
outros esterois que ndo se encontram identificados e que provavelmente diminuem a
estabilidade oixidativa. Os extractos de bagaco de azeitona apresentam actividade
antioxidante superior aos extractos de carogo de azeitona. Por sua vez o0s extractos
supercriticos de caroco de azeitona possuem uma concentracdo em acidos gordos
superior, nomeadamente em acido oleico, linoleico e palmitico, apresentam também
uma concentracdo de esterdis superior, nomeadamente de esqualeno e um conjunto de
outros esterdis ndo identificados aos extractos de bagaco de azeitona. Tendo em
consideracdo a sua composicdo, 0s extractos supercriticos de caro¢o de azeitona
possuem potencial, por exemplo, para aplicacdo na inddstria cosmética, uma vez gque 0s
testes de estabilidade oxidativa mostraram que a adicdo destes ao Oleo de girassol
possuem efeito pro-oxidativo o que nos leva a crer que ndo serd vantajosa a utilizacdo
deste extracto como aditivo na industria dos éleos alimentares. Sugere-se que se dé
continuidade & caracterizacdo dos extractos obtidos para explorar as potencialidades
destes. Outro estudo interessante sera a avaliacdo da actividade antioxidante destes
extractos lipidicos in vitro com linhas celulares humanas, estes ensaios permitem, por
exemplo, compreender de que forma os extractos bioactivos actuam na proteccdo das
células das ROS. Outra abordagem podera ser efectuada a encapsulacdo dos extractos
lipidicos de carogo de azeitona e avaliar se esta formulacdo permite aumentar a

biodisponibilidade dos compostos bioactivos existentes nos extractos.
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Etapa 2
2. Caracterizagdo dos Extractos Naturais de Cereja
Para avaliagdo do processo global de extraccdo e das vantagens da utilizacdo da
extraccdo supercritica como um segundo passo de extraccdo utilizaram-se 0s extractos
alcoolicos e hidroalcodlicos preparados por extraccdo convencional solido-liquido como
matriz. Para se efectuar este segundo passo de extraccdo, e de forma a facilitar o
manuseamento, foi necessario adicionar aos extractos de cereja maltodextrina (30%
m/m) antes de se proceder a sua liofilizac&o.
A extraccdo supercritica, fraccionada, foi efectuada de acordo com o procedimento
descrito anteriormente no Capitulo 2 e de acordo com a tabela seguinte (Tabela 3.1), 0s
extractos obtidos para as diferentes fracgdes foram recolhidos e analisados

separadamente.

Tabela 3.1 — Metodologia aplicada no processo de extracg&o supercritica®

Solvente E);:(:;T::’;gjfh)

Fracgao 1 sc-CO, 1

Cereja Fracgao 2 sc-CO, + 10% EtOH 1,5

Fracgédo 3 s¢-CO, + 10% EtOH

Fracgao 1 sc-CO, 1

EtOH:H,0 (50:50) Fracgao 2 sc-CO, + 10% EtOH 1,5
Fracgédo 3 s¢-CO, + 10% EtOH 1
Fracgédo 1 sc-CO, 1

100% EtOH Fracgéo 2 sc-CO, + 10% EtOH 1,5
Fracgédo 3 sc-CO, + 10% EtOH 1
Fracgao 1 sc-CO; 1

100% MetOH Fracgéo 2 sc-CO, + 10% EtOH 1,5
Fracgédo 3 sc-CO, + 10% EtOH 1

2.1. Rendimentos de Extracg¢do
Rendimentos de extrac¢do obtidos para a extracgdo do refugo de cereja efectuadas de

acordo com a metodologia descrita no Capitulo 2.

! Quando se efectuou a extraccao supercritica do refugo de cereja ndo se efectuou a Fracgéo 3.
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Rendimento Global do Processo de Extracgdo do Refugo de Cereja

%(g de extracto/ g de Cereja)

02

01 -—
0.0 ‘ ‘ : ‘
Cereja EtOH:H20 (50:50) 100% EtOH 100% MetOH

Matriz Utilizada
JFraccdo 1 ™ Fraccdo2 ™ Fracgdo 3

Figura 3.18 — Rendimento global do processo de extracgao de cereja em % de g de extracto/ g de cereja.

A extrac¢do da cereja com solventes convencionais tem como objectivo a obtencdo de
extractos ricos em compostos fenolicos, estes extractos sdo atractivos por serem uma
fonte natural de antioxidantes. Ao utilizarmos o metanol como solvente, que se encontra
reportado como o mais indicado para a extraccdo de antocianinas, impedimos a
decomposicdo dos compostos fendlicos e tornamos a preparacdo do extracto mais
simples devido a elevada volatilidade do metanol (Mozetic, Trebse, & Hribar, 2002).
Por outro lado alguns estudos mostram que o etanol e a agua sdo bons solventes para
obter extractos ricos em polifendis a partir de uma matriz natural, e como tal recorreu-se
a extraccdo da cereja com etanol e etanol:agua 50:50 (v/v) (Shi, Pohorly. J., C., Bryan,
& Wu, 2003).

A extraccdo supercritica da cereja permite a obtencdo de rendimentos de extraccao
maiores para a Fraccdo 1 e 2. Dos trés extractos de cereja utilizados como matriz na
extraccao supercritica, o extracto de EtOH:H,O (50:50) é o que permite a obtencdo do
rendimento de extrac¢do global mais elevado. A Fraccdo 3 foi efectuada apenas para 0s
extractos de cereja para promover o aumento do rendimento extraccdo. No caso da
extraccdo supercritica da cereja ndo foi necessario proceder a mais uma fraccdo de
extraccdo porque o rendimento ja se encontrava de acordo com os resultados obtidos em

estudos em curso no laboratério de acolhimento.
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2.2. Determinagdo dos Polifendis Totais

O estudo dos polifendis totais dos extractos convencionais foi efectuado de acordo com
a metodologia que se encontra descrita no Capitulo 2, os resultados obtidos sdo os

apresentados de seguida.

2.2.1. Quantificacdo dos Polifendis Totais Recorrendo ao Método de
Folin-Ciocalteu
O estudo dos polifendis totais dos extractos convencionais foi feito recorrendo ao

método de Folin-Ciocalteu.

Extrac¢ao com solventes convencionais — Estudo comparativo para quantificagao
de polifendis totais

10,0
9,0
8,0 -
70
6,0
50
40
3,0
2,0 1
1,0
0,0 -

Contetdo em Polifenéis
(mg EAG/ g extracto)

B

EtOH:H20 (50:50) 100%MetOH 100%EtOH

Figura 3.19 — Estudo comparativo para os polifenois totais na extraccdo da cereja com solventes convencionais: etanol:agua na
proporg¢do 50:50 (v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100% EtOH e 100%MetOH) em mg de EAG/g de extracto a
esquerda e em mg EAG/g matriz a direita.

Este método nédo foi aplicado aos extractos supercriticos porque estes sao incompativeis
com o método, desta forma procedeu-se a quantificacdo dos polifendis através de HPLC

e uma recta de calibra¢do com acido galico.

2.2.2. Quantificagdo dos Polifendis Totais Recorrendo a Cromatografia
Liquida: HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)
A determinacdo dos polifendis totais dos extractos de cereja (convencionais e
supercriticos) foi efectuada recorrendo a cromatografia liquida (HPLC) e a uma curva
de calibragéo de &cido galico.
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Extracgao Supercritica e Processo global de Extrac¢do — Estudo comparativo

para quantificacdo de polifendis totais1

Contetdo em Polifenéis
(mg EAGIg extracto)
w
=}

g
=3

o

] ‘ -

E=4
=}

Cereja EtOH:H20(50:50) 100% EtOH 100% MetOH
Matriz Utilizada
M Fracgao 1 M Fracgao 2 ¥ Fracggo 3

Figura 3.20 - Estudo comparativo para os polifendis totais extraidos para o processo global de extrac¢éo da cereja e dos
extractos de cereja obtidos utilizando etanol:adgua na propor¢éo 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e
100%MetOH, respectivamente) em mg de EAG/g de cereja a esquerda e mg de EAG/ g extracto a direita.

! Nao foi possivel efectuar a quantificagdo dos polifendis totais para o extracto supercritico obtido na
etapa 3 do extracto 100%MetOH por ndo existir quantidade de extracto suficiente para analise.

Quando de procede a extracgdo da cereja com solventes convencionais com as
composicdes EtOH:H,O (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH verifica-se que a que
permite a obtencdo de um extracto mais concentrado em polifendis é o EtOH:H,0
(50:50).

No processo global de extraccdo verifica-se que o conteddo em polifendis existemte nos
extractos aumenta com o aumento do tempo de extrac¢do e que a utilizacdo do etanol

como co-solvente promove 0 aumento da extraccao de polifendis.

2.2.3. Determinagdo do perfil em Polifendis Recorrendo a
Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)!

Os extractos em estudo foram analisados por HPLC e procedeu-se a detec¢do no
comprimento de onda (A) de 280nm, caracteristico para os compostos fenolicos e a

360nm caracteristico dos compostos da familia dos flavonais.

! em anexo encontram-se os cromatogramas obtidos por HPLC-DAD no c.d.o 360nm, caracteristico dos
compostos da familia dos flavonais.
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Figura 3.21- Perfis cromatogréaficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 280nm recorrendo ao HPLC-DAD do extracto de
cereja saco EtOH:agua 50:50 (a)), extracto de cereja saco 100% EtOH(b)) e extracto de cereja 100% MetOH(c)).
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Figura 3.22— Perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 280nm dos extractos supercriticos: extracgdo da
cereja com sc-CO, durante 1 hora — Etapa 1 (a)), extrac¢éo da cereja com sc-Co, + 10% etanol durante 1,5 horas — Etapa 2 (b)),
extraccéo do extracto EtOH:H,0 50:50 (v/v) com sc-CO, durante 1 hora — Etapa 1 (c)), extraccéo do extracto EtOH:H,0 50:50
(v/v) com sc-CO, durante 1,5 horas — Etapa 2 (d)), extracc¢do do extracto 100% EtOH com sc-CO; durante 1 hora — Etapa 1 (g)).
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Figura 3.23 - Perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 280nm dos extractos supercriticos: extrac¢do do

extracto EtOH:H20 50:50 (v/v) com sc-CO2 durante 1 horas — Etapa 3 (a)), extrac¢éo do extracto 100% EtOH com sc-CO2

durante 1 hora — Etapa 1 (b)), extraccdo do extracto 100% EtOH com sc-CO2 + 10%EtOH durante 1,5 horas — Etapa 2 (c)),
extraccdo do extracto 100% EtOH com sc-CO2 + 10%EtOH durante 1 hora — Etapa 3 (e)), extraccéo do extracto 100% MetOH
com sc-CO2 durante 1 hora — Etapa 1 (f)), extraccéo do extracto 100% MetOH com sc-CO2 + 10% EtOH durante 1,5 horas —

Etapa 2 (g)).

Os espectros de HPLC dos extractos supercriticos revelam que o processo de extracgdo
global em estudo permite seleccionar e concentrar os extractos em determinados
polifendis. Os cromatogramas obtidos para os extractos na Fraccdo 1 estdo de acordo
com os resultados obtidos para a quantificacdo dos polifendis totais, ou seja 0s extractos
possuem um contetdo em polifendis muito baixo. Os extractos obtidos na Frac¢do 2 e
Fraccdo 3 possuem um conteddo em polifendis superior porque a utilizacdo do
modificador de fase, o etanol, que permite alterar a polaridade do CO, e promover a
extraccdo de moléculas com polaridades superiores como os polifendis (Camy &
Condoret, 2006), e a concentracdo em polifendis aumenta com o tempo de extraccéo.
Quando recorremos a analise dos perfis cromatograficos dos extractos em estudo
verificamos que os cromatogramas dos extractos convencionais e dos extractos
supercriticos obtidos na Etapa 2 e 3 apresentam um pico aos 75min, e este possui uma
intensidade maior para 0s extractos supercriticos, como estes se encontram todos com a
mesma concentragdo podemos inferir que a extrac¢ao supercritica dos extractos permite
obter uma selectividade maior para este composto e como consequéncia um extracto
mais concentrado. Atraves de trabalhos em curso no laboratério de acolhimento,
nomeadamente analise por HPLC-MS/MS, deduz-se que o0 composto poderd ser um

glucosido da sakuranetina, a sakuranina.

70 Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capl’tulo 3-—

Apresentacdo e Discussao de Resultados
2.3. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

2.3.1. Avaliagdo da capacidade de resgate do radical livre ROO*
2.3.1.1. Método de ORAC
A avaliacdo da actividade antioxidante dos extractos de cereja (extractos convencionais
e extractos supercriticos) foi estudada recorrendo ao método de ORAC de acordo com o

descrito no Capitulo 2. Os resultados obtidos encontram-se de seguida e no Anexo 17.

Actividade antioxidante: Resgate do radical peroxilo — Método ORAC
Extractos Convencionais
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Figura 3.24 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAET/ g de extracto) para extrac¢do da cereja com
solventes convencionais: etanol:agua na proporgéo 50:50 (v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100% EtOH e
100%MetOH), nomeadamente a capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC.

Actividade antioxidante: Resgate do radical peroxilo — Método ORAC
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Cereja EtOH:H20 (50:50) 100% EtOH 100% MetOH
Matriz Utilizada
“Fraccdo 1 ® Fracgdo 2 ® Fraccao 3

Figura 3.25 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAET/ g de extracto) dos extractos supercriticos de
cereja e dos extractos de cereja obtidos utilizando etanol:agua na proporcao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50),
100%EtOH e 100%MetOH, respectivamente), nomeadamente a capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo
método de ORAC.

Na extraccdo da cereja utilizando EtOH:H,O (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH)
verifica-se que o solvente que permite a obtencdo de um extracto com capacidade
antioxidante mais elevada perante o radical peroxilo ¢ o 100%EtOH.

Na Fraccdo 1 conseguiram-se obter extractos supercriticos com actividade antioxidante

aproximadamente igual quando se utiliza a cereja como matriz e quando se utiliza o
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extracto 100%MetOH como matriz. O extracto 100% EtOH apresenta a actividade

antioxidante perante o radical peroxilo mais elevada para esta etapa. Na Fraccdo 2
conseguiram-se obter extractos que apresentam aproximadamente a mesma actividade
antioxidante perante o radical peroxilo. Por sua vez, a Fraccdo 3 revelou-se a mais
promissora para a obtencdo de extractos com actividade antioxidante perante o radical
peroxilo, sendo este valor aproximadamente igual para os extractos de 100%EtOH e
100%MetOH.

2.3.2. Avaliagdo da capacidade de resgate do radical livre HO*
2.3.2.1. Método de HORAC
A avaliacdo da actividade antioxidante dos extractos de cereja obtidos ao longo deste
projecto (extractos convencionais e extractos supercriticos) foi estudada recorrendo ao
método de HORAC de acordo com o descrito no Capitulo 2, os resultados obtidos

encontram-se apresentados de seguida e no Anexo 18.

Actividade antioxidante: Resgate do radical Hidroxilo - Método HORAC

Extractos Convencionais
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Figura 3.26 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ g de extracto) para extraccdo da cereja com
solventes convencionais: etanol:agua na proporgéo 50:50 (v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100% EtOH e
100%MetOH) ), nomeadamente a capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de HORAC.

Actividade antioxidante: Resgate do radical hidroxilo - Método HORAC
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Figura 3.27 - Estudo comparativo da Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ L de cereja, a esquerda e umol de CAEAC/
UL de extracto, a direita) dos extractos supercriticos de cereja e dos extractos de cereja obtidos utilizando etanol:agua na
proporcéo 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH, respectivamente), nomeadamente a
capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de HORAC.
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Quando se procede a extraccdo da cereja com EtOH:H,O (50:50), 100%EtOH e

100%MetOH verifica-se que o solvente que permite a obtencdo de um extracto com
capacidade antioxidante mais elevada perante o radical hidroxilo é o0 100%EtOH.

A capacidade de inibicdo da producdo do radical hidroxilo dos extractos obtidos para a
Fraccdo 1 da extraccdo supercritica utilizando como matriz a cereja e 0 extracto
EtOH:H,O (50:50) é aproximadamente igual, sendo este valor superior para o extracto
100%MetOH.

Os extractos obtidos na Fraccdo 2 quando se utilizam como matriz os extractos
EtOH:H,0 (50:50) e 100%MetOH obtidos estes apresentam aproximadamente a mesma
capacidade de inibicdo da producgdo do radical hidroxilo. O extracto de 100%EtOH
obtido para Fraccdo 2 apresenta a actividade antioxidante mais elevada para esta
fraccéo.

Os extractos de EtOH:H,O (50:50) e 100%EtOH obtidos na Fraccdo 3 apresentam
aproximadamente a mesma actividade antioxidante em relag&o ao radical hidroxilo e o
extracto 100%MetOH obtido na Fraccdo 3, é o extracto que possui a capacidade em
relacdo ao radical hidroxilo mais elevada, para esta etapa do processo global de
extraccdo. Verifica-se que tempos de extraccdo mais longos, Fracgdo 3, permitem obter
extractos com actividade antioxidante perante o radical hidroxilo superior.

2.4. Identificacdo do Alcool Perililico por Cromatografia em Camada Fina
(TLC)
De seguida apresenta-se 0 esquema do TLC dos extractos supercriticos, segundo passo
do processo global de extrac¢do, onde foi possivel identificar a presenca do alcool
perililico. Os esquemas dos TLC para os outros extractos em estudo encontram-se no
Anexo 18.
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Figura 3.28 - Esquema do TLC para os extractos supercriticos do extracto de cereja 100%MetOH onde: 1 — alcool perililico
(padréo), 2 — Fracgdo 1: extracto obtido utilizando sc-CO,, 3 — Fracgéo 2: extracto obtido utilizando CO,+10%EtOH durante
1h30 e 4 — Fracgéo 3: extracto obtido utilizando CO,+10%EtOH apds extraccdo durante mais 1h.

Tal como se pode verificar pelo esquema apresentado na figura anterior (Figura 3.28) 0s
extractos obtidos quando se utiliza a extracgdo supercritica como um segundo passo
conseguimos obter extractos concentrados no alcool perililico. E possivel identificar a
presenca deste monoterpeno quando se utiliza como matriz o0 extracto de cereja
100%MetOH.

Em resumo, ao recorrermos a um primeiro passo de extrac¢cdo da cereja com solventes
convencionais obtemos um extracto rico em polifendis, o extracto que apresenta
contetdo superior em polifendis é o extracto EtOH:H,0 (50:50).

O processo global de extraccdo (processo combinado) permite obter extractos ricos em
polifendis, sendo que o contetdo em polifendis aumenta com o tempo de extracgdo e
com a presenca de um co-solvente, o etanol. Os extractos supercriticos obtidos na Etapa
2 e 3 apresentam um pico aos 75min com intensidade maior mas com uma concentragéo
inferior de outros polifendis, ou seja esta tecnologia permite-nos obter uma
selectividade maior para este composto e como consequéncia um extracto mais
concentrado, os resultados obtidos indicam que o composto é um glucosido da
sakuranetina, a sakuranina. Existe uma relacdo entre a concentracdo em polifenois e a
actividade antioxidante, ou seja, quanto maior a concentracdo em polifenois maior a
actividade antioxidante do extracto. E possivel observar este comportamento para 0s
extractos obtidos durante o processo global de extrac¢do. Verifica-se também que a

capacidade antioxidante, perante o radical peroxilo e hidroxilo, aumenta com 0 aumento
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do tempo de extraccdo e com a adicdo de etanol, co-solvente, que altera a polaridade do

CO,. Os extractos supercriticos obtidos utilizando como matriz o extracto 100%EtOH e
extracto 100%MetOH revelaram-se mais promissores por possuirem um concentragao
superior em polifendis e actividade antioxidante mais elevada, a fraccdo mais
promissora é a Fraccdo 3 pois permite a obtencdo de extracto com polifendis com
bioactividade comprovada como a sakuranina. Esta fraccdo € também a mais promissora

para a obtencdo de um extracto onde é possivel identificar o &lcool perililico.
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Ensaios de Bioactividade dos Extractos Supercriticos de Cereja

1. Ensaios in vitro em Linhas Celulares Humanas
Neste capitulo apresenta-se um estudo in vitro efectuado no laboratério de acolhimento
recorrendo a utilizacdo de linhas celulares humanas, com o qual se pretendeu verificar
se 0s extractos supercriticos derivados da cereja produzidos no ambito do presente
trabalho possuem actividade anti-proliferativa perante linhas celulares cancerigenas.
Avaliou-se o efeito anti-proliferativo e a toxicidade, no primeiro pretende-se verificar se
a adicdo dos extractos atrasa ou inibe a divisdo de células cancerigenas, no segundo
verificar se 0s extractos possuem efeito citotdxico a nivel celular. De seguida segue-se

uma descricdo mais detalhada do estudo efectuado.

1.1. Avaliagdo do efeito Antiproliferativo

O objectivo dos testes antiproliferativos consiste em verificar se a adi¢do dos extractos
supercriticos de cereja e extracto de cereja atrasa ou inibe a proliferacdo de células
cancerigenas. A linha celular utilizada foi HT29 — células humanas de adenocarcinoma
do colon-recto.

Neste tipo de ensaio as células sdo inoculadas com diferentes concentragdes de extracto
de cereja durante 24 horas a 37°C e 5%CO,. A viabilidade celular € posteriormente
quantificada utilizando o método do MTT e expressa em termos de percentagem
relativamente ao controlo (células ndo tratadas com extracto). O método baseia-se na
reducdo do MTT por uma enzima produzida na mitocondria de células metabolicamente
activas (dehidrogenase), formando-se cristais de formazan de cor parpura.

Células HT29 séo inoculadas em placas de 96 pocos. 24 horas depois, inicio da fase de
crescimento, o meio é removido e as células sdo incubadas com o mesmo volume das
varias solugdes de extracto supercritico de cereja. Apos 96 horas o meio é substituido
por meio fresco com o reagente MTT (0,5 g/L) e as células deixadas a incubar por mais
4 horas. O meio € removido e os cristais de produto formados sdo dissolvidos em
DMSO (150uL/pogo). O produto e quantificado através da medicdo da absorvancia a
570nm num espectrofotometro. Quanto maior a absorvancia maior o niumero de células
capazes de catalisar a reacgdo e, como tal, maior o numero de células viaveis. Assim, 0
ensaio consiste na obtencdo de curvas dose-resposta para 0S VArios extractos

supercriticos de cereja (viabilidade celular em funcdo da concentracdo de extracto) de
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forma a determinar a concentracdo a partir da qual se considera efectiva, ou seja, que

conduza a uma reducédo de 50% da viabilidade celular — IC50 (indice de citotoxicidade).

1.2. Avaliag¢do da citotoxicidade

A linha celular Caco2 (células humanas do cancro do colon) foi o modelo celular
utilizado para a avaliacdo do efeito citotoxico dos varios extractos supercriticos de
cereja. Estas células quando no estado confluente mimetizam o epitélio intestinal.

O principal objectivo deste teste consiste na obtencéo de curvas dose-resposta para 0s
varios extractos supercriticos de cereja de forma a determinar a concentracao a partir da
qual se considera toxica, ou seja, que conduza a uma reducdo de 50% da viabilidade
celular — IC50 (indice de citotoxicidade).

O ensaio consiste na adicdo de diferentes concentragdes de extracto supercritico de
cereja ao meio celular seguida de incubacdo a 37°C e 5%CO02. Apo6s 4 horas de
incubacdo, o0 meio é removido e a viabilidade celular € determinada utilizando o0 método

colorimétrico de MTT, j& descrito anteriorrmente.

2. Resultados e conclusodes
Para todos os extractos foi determinado o valor de 1C50, estes encontram-se na tabela

seguinte:

Tabela 4.1- Avaliacdo da actividade antiproliferativa - HT29: valores de IC50 em mg extracto/ml dos diferentes extractos
supercriticos de cereja testados.

IC50
mg /mL
Fracgao 1 0,45
Cereja Fracgéo 2 0,28
Fracgao 3 -
Fracgao 1 nd

EtOH:H,0 (50:50) | Fracgdo 2 0,19
Fracgao 3 0,9
Fracgao 1 0,42
100% EtOH Fracgéo 2 0,38
Fracgédo 3 nd

Fracgao 1 0,26
100% MetOH Fracgéo 2 0,16
Fracgao 3 nd

Tal como se pode verificar pelos valores apresentados na tabela anterior o extracto que
apresenta uma concentracdo de extracto inferior para a reducdo de 50% da viabilidade

das células HT29 é o extracto correspondente a fraccdo 2 da extraccdo supercritica

82 Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais — Capl’tulo 4—

Caso de Estudo
quando se utiliza como matriz o extracto 100% MetOH. E importante verificar se para

esta concentracdo o extracto ndo possui efeito citotoxico para as células Caco2.
Utilizou-se linha celular Caco2 como modelo celular para a avaliagdo do efeito

citotoxico da incubacédo do extracto.

100% MetOH - Fracgdo 2
140 1
5 —e— HT29
s 1204 8 0000 e
3 _i___——"‘ § ----@--- Caco2
g 100
b A
E 80 1
&
> 60
1C50
40 A
2
0 A 4 . —9 \
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
¢ (mg/mL)

Figura 4.1 — Efeito da incubagao do extracto obtido na fraccdo 2 da extracgéo supercritica quando se utiliza como matriz o
extracto 100% MetOH na proliferacdo das células cancerigenas HT29 e efeito citotdxico do mesmo extracto nas células
humanas do cancro do c6lon Caco2.

Tal como se pode verificar pela figura anterior o extracto obtido na faccdo 2 da
extraccdo supercritica quando se utiliza como matriz o extracto 100% MetOH néo
apresenta toxicidade nas células Caco2 para a concentracdo correspondente ao 1C50
(100% viabilidade celular).

Estes resultados provam que a utilizacdo de um primeiro passo de extraccdo, extraccdo
solido-liquido convencional, permite a obtencdo de extractos supercriticos com

propriedades anti-proliferativas em linhas de células cancerigenas humanas.
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No presente trabalho obtiveram-se extractos naturais recorrendo a tecnologia

supercritica que possuem caracteristicas e actividades biofuncionais que os permitem
incluir como potenciais componentes na formulagdo de nutracéuticos. Os objectivos do
trabalho foram conseguidos, na primeira etapa do estudo os extractos de caroco e de
bagaco de azeitona obtidos apresentam propriedades antioxidantes. A tecnologia
supercritica permitiu a obtencdo de rendimentos de extraccdo para compostos
especificos iguais aos obtidos quando se recorre ao hexano, solvente organico
prejudicial a satde e ao ambiente, sendo por isso vantajosa a substituicdo deste pelo sc-
CO..

Na segunda etapa do estudo provou-se que a utilizacdo de um primeiro passo de
extraccdo, extraccdo solido-liquido convencional, permite a obtencdo de extractos
supercriticos onde € possivel identificar o alcool perililico, composto que é
possivelmente responsavel pelas propriedades anti-proliferativas em linhas de células
cancerigenas humanas apresentadas pelos extractos que o possuem. A utilizacdo desta
estratégia de extraccdo permitiu ainda identificar a presenca do polifenol, a sakuranina,
composto que confere valor aos extractos preparados, pois tem sido atribuido a
sakuranina actividade antihiperlipidémica e extractos que possuem este composto tém
sido utilizados para o tratamento da diabetes (Chapman, Knoy, Brown, & Niemann,
2006).

e Subprodutos de Azeitona
A matriz que demonstrou ser a mais indicada para a obtengcdo de um extracto rico em
acidos gordos com bioactividade comprovada foi o caroco de azeitona, o processo de
extraccdo supercritica permitiu obter extractos lipidicos concentrados em acido oleico.
Este processo permitiu a0 mesmo tempo enriquecer o extracto em esqualeno, numa
concentracdo superior (10mg/g) a reportada para 0s azeites (azeite extra virgem
4,24mg/g e azeite refinado 3,24mg/g (Owen, Mier, Giavosa, Hull, Spiegelhalder, &
Bartsch, 2000)). O esqualeno contribui para a proteccdo da oxidagdo de substratos
lipidicos e o grau de proteccdo é dependente da concentracdo deste, ou seja o efeito
protector deste aumenta com o aumento da concentragdo de esqualeno incorporada. No
entanto este comportamento ndo foi observado quando os extractos supercriticos de
carogo e bagaco de azeitona foram incorporados no dleo de girassol provavelmente
devido a presenca de y- e &- tocoferol. Apesar dos extractos possuirem na sua

constituicdo compostos que isoladamente possuem efeito anti-oxidante, apresentam
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efeito pré-oxidativo ndo sendo indicados para a utilizagdo como aditivos na indudstria de

6leos alimentares. Como tal estes extractos poderdo ser utilizados na industria
cosmeética, devido & sua composicao rica em esqualeno os extractos lipidicos de carogo
de azeitona sdo 0s que possuem maior potencial para serem incluidos por exemplo em
cremes ou sabonetes.

Sugere-se que se dé continuidade a caracterizagcdo dos extractos obtidos com o intuito
de explorar as potencialidades destes. Um estudo interessante sera a avaliacdo da
actividade antioxidante dos extractos in vitro com linhas celulares humanas, estes
ensaios permitem, por exemplo, compreender de que forma os extractos bioactivos

actuam na proteccdo das células das ROS.

e Refugo de cereja
A cereja € um fruto produzido em larga escala em Portugal e reconhecido por possuir
uma composicdo rica em compostos biofuncionais que se encontram reportados como
benéficos para a salide humana. A recuperacdao destes compostos a partir de residuos
apresenta inumeras vantagens pois uma forma de valorizagdo de um subproduto, rico
em compostos biofuncionais mas também pode ser uma forma de resolver problemas
ambientais, pois grandes quantidades de residuos representam problemas de
armazenamento, transformacéao ou eliminacdo e acarretam custos elevados.
Os resultados obtidos com este trabalho sdo encorajadores pois mostram que a
utilizacdo da extracgdo supercritica como um segundo passo permite extrair compostos
biofuncionais da cereja nomeadamente, polifendis como a sakuranina e 0 monoterpeno
alcool perililico, compostos que de outra forma ndo eram detectados nos extractos por
se encontrarem muito diluidos.
Este processo favorece a extraccdo selectiva dos compostos alvo por ajuste das
condicdes de extraccdo utilizadas. Na primeira etapa extraccdo solido-liquido, na
segunda etapa, extraccdo supercritica € possivel ajustar as condi¢cBes de pressdo,
temperatura, caudal, tipo e percentagem de co-solvente.
Os extractos obtidos possuem actividade antioxidante elevada e efeito anti-proliferativo
em linhas celulares cancerigenas humanas. Devido a bioactividade associada, estes
extractos naturais de cereja podem ser considerados como uma fonte promissora para a
formulacdo de nutracéuticos ou até mesmo a sua utilizacdo na formulacdo de

medicamentos utilizados no tratamento do cancro.
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Anexo1-  Espectros de HPLC-DAD a 253nm dos Extractos

convencionais de Carog¢o e Bagaco de Azeitona

1500 Dector c.d.o. 254nm
— Carogo C1
—— Bagago B1 (Dill:5)
1250
10004
=)
<
£ 750

Minutes

Figura A.1- Comparac&o do perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto aquoso de carogo (Carogo
C1 - a)) e extracto aquoso de bagaco de azeitona (Bagago B1 (Dil1:5) — b)).
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Figura A.2- Comparacéo do perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto aquoso de carogo (Carogo
C1 - a)) e extracto aquoso de bagaco de azeitona (Bagaco B1 (Dil1:5) — b)) — Ampliacéo 1.
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Figura A.3- Comparagcéo do perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto aquoso de carogo (Carogo
C1 - a)) e extracto aquoso de bagago de azeitona (Bagaco B1 (Dil1:5) — b)) — Ampliacéo 2.
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Figura A.4 - Comparacéo do perfil cromatogréafico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto com etandlico de carogo
(Carogo C2 — b)) e extracto etandlico etanol de bagaco de azeitona (Bagago B1 (Dil1:5) — a).
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Figura A.5 — Comparacéo do perfil cromatografico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto com etanélico de carogo
(Caroco C2 - b)) e extracto etanélico etanol de bagago de azeitona (Bagago B1 (Dill:5) — a)) — Ampliagéo 1.
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Figura A.6 - Comparacao do perfil cromatogréafico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto com etanélico de carogo
(Carogo C2 — b)) e extracto etandlico etanol de bagaco de azeitona (Bagago B1 (Dill:5) —a)) - Ampliagdo 2.
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Figura A.7 - Comparacao do perfil cromatogréafico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto EtOH:H,0 80:20(v/v) de
carogo (Carogo C3 — a)) e extracto EtOH:H,0 80:20(v/v) de bagago de azeitona (Bagago B1 (Dil1:5) — b)) — Ampliagao 1.
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Figura A.8 - Comparacao do perfil cromatogréafico determinado por HPLC-DAD a 254nm do extracto EtOH:H,0 80:20(v/v) de
carogo (Carogo C3 — a)) e extracto EtOH:H,0 80:20(v/v) de bagago de azeitona (Bagaco B1 (Dil1:5) — b)) — Ampliacéo 2.
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Anexo 2 - Protocolo para Preparagdo do Phosphate Buffer Saline

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

Tabela A.1 — Massas dos compostos necessarios para preparar 1 litro de PBS (75mM, pH 7.4).

Massa (g)
NaCl 8,0047
KH2PO4 1,5305
Na:HPO4 10,8118!
KCl 0,2022

Solubilizar em agua até quase perfazer o volume final de 1 litro, sob agitacdo. Ajustar o

pH, caso necessério utilizando KH,PO,. Transferir para um bal&o e ajustar o volume.

! Quando este se encontrar na forma hidratada

Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia 97
Ana Patricia Correia Almeida



Utilizacdo da Tecnologia Supercritica no Isolamento de Ingredientes Biofuncionais

— Anexos —

Anexo 3 -

com hexano

Rendimento de extracg¢do do carogo de azeitona em soxhlet

% (g de extracto/g de matriz)

Rendimento de extrac¢ao do Carogo de azeitona em soxhletcom hexano
T ¥ —~}
0 1 2 3 4 5 6 7
tempo extracgao (h)

Figura A.9 — Rendimento em gramas de extracto por grama de carogo de azeitona (matriz) obtidos para diferentes tempos de
extrac¢do em soxhlet com hexano.
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Anexo 4 - Cinéticas da Reaccdo de Inibicdo da Auto-oxidacdo Lipidica

Induzida (LDL)
Ensaio de LDL
0,3 -
0,25
02 -
£
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@ Controlo ©sc-Bagago 1H Osc-Bagago 3H @ Bagago Hexano 3H

Figura A.10 - Perfil da cinética de oxidag&do da LDL: na presenga de AAPH (controlo) e do extracto de bagaco de azeitona
obtido em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Bagago hexano 3H) e extractos de bagago de azeitona obtidos utilizando sc-
CO; por 1 e 3 horas (Ext. Bagago Supercritico 1H e Ext. Supercritico 3H, respectivamente).

Ensaio de LDL

=
= [ o
»no w wy

Abs 234nm
[
>

0,1
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0 ™ | . | | . . | ‘ . ‘ ‘
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@ Gontrolo @ sc-Carogo 1H @ s¢-Carogo 3H @ Garogo Hexano 3H

Figura A. 11 - Perfil da cinética de oxidagdo da LDL: na presenca de AAPH (controlo) e do extracto de carogo de azeitona
obtido em soxhlet com hexano ao fim de 3 horas (Carogo hexano 3H) e extractos de carogo de azeitona obtidos utilizando sc-CO,
por 1 e 3 horas (Ext. Supercritico Caroco 1H, Ext. Supercritico Carogo 3H, respectivamente).
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Anexo 5 - Identificacdo dos Acidos Gordos Presentes nos extractos de

Caroco e Bagacgo de Azeitona

Férmula : :
Nome Comum Quimica Peso Molécular Formula de Estrutura

C14:0  Acido Mistirico C14H2802 228g/mol Qﬂ_\_\x
o
HC

€16:0  Acido Palmitico Ci6H3202 256g/mol \/VE
cl6:1 Palmitoleico Ci6HaoO2 254g/mol Iimj
[

. Acido
C17:0 Heptadecandico C17H3402 270g/mol g_\_/_/_/j

, Acido
C18:0 Esterarico C18H3602 284g/mol

(=]
I

OH

c181  Acido Oleico CiaHa02 282g/mol j_L\j_/JJj
OH
C18:2  Acido Linoleico CisH302 280g/mol (
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, Acido OH
C18:3 Linolénico C18H3002 278.43g/mol

=

. Acido
C20:0 Eicosanoico C20H4002 312g/mol E_UJ—/j

H

. Acido
C20:1 Eicosansico CaoHas02 310g/mol j_\xuf/_/j

c22:0  Acido Beénico Ca2Hua02 341g/mol

€221 Acido Ericico C22Ha202 339g/mol \MUOH
s

. Acido
C24:0 Tetracosandico C24H4s02 369g/mol

_ Acido
c24:1 Nervénico CarbesO2 367g/mol H\HWMAJOH
R
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Anexo 6 - Espectros de GC Obtidos Para a Determinacdo dos Acidos

Gordos presentes nos Extractos Lipidicos de Caro¢o e Bagago de

3202
C16:0 ci8:1
253.4
186.6
(mVolt) c18:2
119.8
53.0
! C18:0
c16:1 Cisa e
C14:0 C17:0 C202:1 2z =98
-13.8
1.30 7.98 14.65 21.32 28.00 34.67
Time (min)

Figura A.12 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogo 1H: RT=5.79 — C14:0; RT=8.5-C16:0; RT=8.95 - C16:1;
RT=10.33 - C17:0; RT=12.83 — C18:0; RT=13.66 — C18:1; RT=14.62 — C18:2, RT=16.42 — C18:3; RT=18.6 — C20:0; RT=19.29
—C20:1; RT=24.14 — C22:0; RT=25 - C22:1; RT=31.35 - C24:0; RT=32.21 — C24:1.

596.8
475.1
C16:0

353.4
(mVolt)

231.8

C18:2
110.1
- C18:0
(16:1‘ C18:3. ., '
C14:0 C17:0 C2028:1 c2em:1 C2¢:94.1
-11.6 L == &
1.46 8.18 14.90 21.62 28.34 35.07
Time (min)

Figura A.13 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogo 3H: RT=5.79 — C14:0; RT=8.52 — C16:0; RT=8.95 - C16:1;
RT=10.34 — C17:0; RT=12.87 — C18:0; RT=13.7 — C18:1; RT=14.64 — C18:2, RT=16.43 — C18:3; RT=18.62 — C20:0; RT=19.3 -
C20:1; RT=24.16 — C22:0; RT=25 — C22:1; RT=31.34 — C24:0; RT=32.18 — C24:1.

! Todos os extractos foram analisados por GC em triplicado, os cromatogramas apresentados sdo apenas
de uma das réplicas.
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C18:1
C16:0
15.74"
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C18:2
8.04
418~ C16:1 C18:0
| .
c18:3 il PR "‘/\“
' CoW: 1 —
C17:0 f
' UL A
., VWAL AS Y
0.33! ' s ——
1.02 7.47 13.92 20.37 26.82 33.27

Time (min)

Figura A.14 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 1H: RT=8.42 — C16:0; RT=9.03 — C16:1; RT=10.32 -
C17:0; RT=12.65 - C18:0; RT=13.25 - C18:1; RT=14.47 — C18:2, RT=16.36 — C18:3; RT=18.58 — C20:0; RT=19.29 — C20:1.

Chrom-Card Strip-Chart
o2 ——— ;
! | €181
; i
$7.7
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Cl6:0
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|
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|
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| | €18
i i )
1 co | Cl0Emel || C183 caomt c:0 c240
/ |." i / 74 Lo DR " L s
7 S0 IS SSTEREEo | V- SN & SN ¥ L S . L — —rnrd
o~ B 1442 T2 - 251 3415
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Figura A.15 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 3H: RT=5.6 — C14:0; RT=8.39 — C16:0; RT=8.89 —
C16:1; RT=10.27 — C17:0; RT=12.62 — C18:0; RT=13.28 — C18:1; RT=14.45 — C18:2, RT=16.33 — C18:3; RT=18.52 — C20:0;
RT=19.22 - C20:1; RT=24.29 — C22:0; RT=31.00 — C24:0.
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‘j C18:1
167.1|
1237
(mVolt)
80.4
r C16:0
370- C18:2
L Cl%mcw:o C18:6008 1 cIn0:1 C“j" ;
‘("3ﬁo—_‘_‘ 240 : V‘4.so - 720 960 1200

Figura A.16 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagaco 1H: RT=3.61 — C16:0; RT=3.76 — C16:1; RT=4.16 — C17:0;
RT=4.77 - C18:0; RT=4.92 — C18:1; RT=5.21 — C18:2, RT=5.63 — C18:3; RT=6.11 — C20:0; RT=6.27 — C20:1; RT=7.76 —
C22:0; RT=7.88 — C22:1; RT=10.18 — C24:0.

‘ C18:1

\
96.1
|
1
7.3+
1Volt) -
465-
C16:0
Ci8:2
21.8;
Ci8:0
cle:1 C1%30:1 C22:0 C24:0
| S ‘ k R B R A : ‘
30500 2.40 4.80 7.20 9.60 12,00
Time (min)

Figura A. 17 - Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagaco 3H: RT=3.61 — C16:0; RT=3.76 — C16:1; RT=4.77 — C18:0;
RT=4.92 - C18:1; RT=5.21 - C18:2, RT=5.63 — C18:3; RT=6.02 — C20:0; RT=6.27 — C20:1; RT=7.82 — C22:0; RT=10.2 -
C24:0.
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C18:1
,
65.17 |
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32.05-
‘
i C18:2
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L CEida 1m0 c1850W b
-1.085 00 a0 480 7.20 ’ 9.60 ‘ 12.00
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Figura A. 18 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagaco hexano 1H: RT=2.71 — C14:0; RT=3.57 — C16:0; RT=3.76 —
C16:1; RT=4.71 — C18:0; RT=4.92 — C18:1; RT=5.21 — C18:2, RT=5.63 — C18:3; RT=6.02 — C20:0; RT=10.2 — C24:0.

‘ C18:1
69.22
5159~
[
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33.96+
} . C18:2
16.32
Cl14:0
5% c1 :
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131500 S T FY 7.20 960 1200

Time (min)

Figura A. 19 - Espectro de GC obtido para o extracto de Bagaco hexano 3H: RT=2.27 — C14:0; RT=3.58 — C16:0; RT=3.77 —
C16:1; RT=4.72 — C18:0; RT=4.92 — C18:1; RT=5.21 - C18:2, RT=5.63 — C18:3; RT=6.04 — C20:0; RT=6.27 — C20:1.
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Anexo 7 -

Identificacdo e Quantificacdo dos Acidos Gordos Presentes

nos extractos de Carogo e Bagaco de Azeitona

Quantificagao dos acidos Gordos presentes em maior percentagem nos extractos lipidicos de Carogo e Bagago de

azeitona obtidos utilizando hexano ou sc-CO:

Extractos de Bagago de Azeitona

0,60
o
g 0,50
L)
=]
= 040
35
2
8 030
o —
=4
S 02 -
L)
=]
= 0,10 -

=2 i_-|__ [ = - iJ:ﬂ _ —
0,00 T T T T T
acido acido acido acido acido acido acido acido
mistirico palmitico estearico  oleico linoleico linoleico linoleénico linoleénico
trans trans

M Ext. SC Bagago 1H I Ext. SC Bagago 3H  “ Bagago Hexano 1H Bagago Hexano 3H

gde Acido Gordo/ g de matriz

Extractos de Carogo de Azeitona
0,08
0,07
0,06 -
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01 7

0,00 - === ‘u—l—h‘rlt—ﬁ
acido acido acido acido acido acido acido acido
mistirico palmitico estedrico  oleico linoleico linoleico linoleénico linoleénico
trans trans

H Ext. SC Carogo 1H W Ext. SC carogo 3H & Carogo Hexano 1H Carogo Hexano 3H

Figura A.20 - Estudo comparativo do perfil dos acidos gordos (g Acido Gordo/ g de matriz) presentes nos extractos lipidicos de
Carogo e Bagaco de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Carogo hexano 1H, Carogo hexano 3H, Bagaco hexano 1H e
Bagaco hexano 3H) e extractos lipidicos de Carogo e Bagaco de Azeitona obtidos usando sc-CO, (Ext. SC Caroco 1H, Ext. SC

Carocgo 3H, Ext. SC Bagago 1H e Ext. SC Bagago 3H).
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Tabela A.2 — Gramas de acido gordo existentes por gramas de extracto de Bagaco de Azeitona (g Ac. Gordo/g exgtracto) obtidos
utilizando metodologias diferentes: a extraccio em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Bagago Hexano 1H e Bagago
Hexano 3H, respectivamente) e extracgdo com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Bagaco 1H e Ext. SC Bagaco 3H,
respectivamente)®.

g Ac. Gordo/ g extracto

Ext. SC Bagago 1H | Ext SC Bagago 3H | Bagago Hexano 1H | Bagago Hexano 3H
C14:0 nd * - nd | - 10,00372| + 0,00014/0,00458| + 0,00002
C16:0 | 0,00670 | + 0,00014{0,00799| + 0,00012|0,00102| + 0,00002{0,00111| + 0,00001
C16:1 | 0,00047 | + 0,00002{0,00089| + 0,00007]|0,00086| + 0,00012{0,00085( + 0,00004
C17:.0 | 0,00008 [ £ 0,00001] nd | * - nd |z - nd | -
C18:0 ] 0,00169 | + 0,00007{0,00181| + 0,00005|0,00065| + 0,00003{0,00070{ + 0,00005
C18:1] 0,03717 | + 0,00018{0,03919| + 0,00060]0,03563| + 0,00066{0,04816{ + 0,00008
C18:2T| 0,00031 | £ 0,00000/0,00059| + 0,00002{0,00045| + 0,00016]0,00058| + 0,00006
C18:2 | 0,00415 | + 0,00006/0,00746| + 0,00008|0,00667| + 0,00013[0,00923| + 0,00015
C18:3T| 0,00006 | + 0,00000{0,00016| + 0,00008]0,00059| + 0,00007|0,00055| + 0,00003
C18:3 ] 0,00035 | + 0,00001|/0,00065| + 0,00001/0,00050| + 0,00030{0,00090( + 0,00003
€20:0 | 0,00026 | + 0,00025[/0,00031| + 0,00006/0,00069| + 0,00025[0,00049( + 0,00007
C20:1 | 0,00027 | + 0,00004|/0,00013| + 0,00001]0,00029| + 0,00000{0,00019( + 0,00000
€22:0 | 0,00020 | + 0,00007{0,00016( + 0,00003/0,00022| + 0,00011| nd |+ -
C22:1 | 0,00027 | £ 0,00007] nd | % - nd |+ - nd | -
C24:0 | 0,00048 | + 0,00004|0,00027| + 0,00008{0,00014| + 0,00000] nd | -

Tabela A.3 - Gramas de acido gordo existentes por gramas de matriz (Bagaco de Azeitona) (g Ac. Gordo/g matriz)) utilizando
metodologias diferentes: a extracgdo em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Bagago Hexano 1H e Bagago Hexano
3H, respectivamente) e extracgdo com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Bagago 1H e Ext. SC Bagago 3H,
respectivamente)

g Ac. Gordo/ g matriz

Ext. SC Bagaco 1H | Ext SC Bagaco 3H | Bagaco Hexano 1H | Bagago Hexano 3H
C14:0 nd + - nd + - 0,01860| £ 0,00068/0,02290| + 0,00008
C16:0 | 0,09499 | + 0,00194[0,08351| + 0,00127]0,00508| + 0,00011]0,00555| + 0,00001
C16:1 | 0,00662 | + 0,00032(0,00931| + 0,00076{0,00431| + 0,00062{0,00425| + 0,00019
C17:0 | 0,00113 | + 0,00009] nd + - nd + - nd + -
C18:0 | 0,02400 | + 0,00102]0,01894| + 0,00055]/0,00324| + 0,00017]0,00349| + 0,00023
C18:1 1 0,52735 | + 0,00257(0,40948| + 0,00631{0,17815| + 0,00330{0,24081| + 0,00040
C18:2T| 0,00441 | £ 0,00008{0,00618| + 0,00020(0,00227 | + 0,00081{0,00288| + 0,00031
C18:2 | 0,05884 | + 0,00080|0,07842| + 0,00054]|0,03336| + 0,00063]0,04614| + 0,00074
C18:3T| 0,00087 | + 0,00000{0,00164| + 0,00079(0,00297| + 0,00034/0,00275( + 0,00016
C18:3 | 0,00499 | + 0,00014]0,00679| + 0,00006]/0,00249| + 0,00148/0,00450| + 0,00013
C20:0 | 0,00375 | + 0,00354{0,00326| + 0,00067{0,00343| + 0,00123{0,00245| + 0,00035
C20:1 | 0,00378 | + 0,00053{0,00133| + 0,00011{0,00146| + 0,00000{0,00097| + 0,00000
C22.0 | 0,00279 | + 0,00101]0,00165| + 0,00026]/0,00111]| + 0,00055] nd + -
C22:1 1 0,00379 | + 0,00096] nd + - nd + - nd + -
C24.0 | 0,00682 | + 0,00057]0,00279| + 0,00085]|0,00071] + 0,00000] nd + -

! nd — significa que o 4cido gordo néo foi detectado.
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Tabela A.4 - Gramas de &cido gordo existentes por gramas de extracto de Carogo de Azeitona (g Ac. Gordo/g de extracto) obtidos
utilizando metodologias diferentes: a extrac¢io em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Caroco Hexano 1H e Caroco
Hexano 3H, respectivamente) e extracgdo com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Carogo 1H e Ext. SC Carogo 3H,
respectivamente)®.

g Ac. Gordo/ g extracto

Ext. SC Carogo 1H | Ext SC carogo 3H | Caro¢o Hexano 1H | Carogo Hexano 3H
C14:0 | 0,00020 | £ 0,00000/0,00020| + 0,00000{0,00013| + 0,00002|0,00065| + 0,00003
C16:0 | 0,13870 | £ 0,00127]0,13049| + 0,00247|0,04452| + 0,00008/0,06005| + 0,00013
C16:1 | 0,00523 | £ 0,00006]0,00732 + 0,00011[0,00192| + 0,00002]0,00256| + 0,00000
C17:0 | 0,00177 | £ 0,00006/0,00179| + 0,00008|0,00058| + 0,00000{0,00082| + 0,00000
C18:0 | 0,02505 | £ 0,00007]0,02690( + 0,00000{0,01196| + 0,00002]0,01396| + 0,00003
C18:1] 0,72077 | £ 0,00129]0,72614| £+ 0,00127]0,26551| + 0,00104/0,35359| + 0,00051
C18:2T| 0,00473 | + 0,00015/0,00340| + 0,00014]0,00043| + 0,00000{0,00069| + 0,00003
C18:2 1 0,06100 | £ 0,00020]0,05925| + 0,00007|0,02380| + 0,00008/0,02571| + 0,00000
C18:3T| 0,00020 | + 0,00000(0,00020| + 0,00000/0,00029| + 0,00004{0,00034| + 0,00000
C18:3 | 0,00640 | £ 0,00000/0,00602| + 0,00003]|0,00265| + 0,00002|0,00244| + 0,00003
C20:0 | 0,00350 | £ 0,00000]/0,00430( + 0,00000{0,00154| + 0,00002]0,00219| + 0,00003
C20:1] 0,00273 | £ 0,00012/0,00310| £ 0,00000{0,00106| + 0,00002|0,00141]| £ 0,00003
C22:0 | 0,00063 | + 0,00006]/0,00096| + 0,00006|0,00034| + 0,00008/0,00116]| £ 0,00017
C22:1]0,00010 | £ 0,00000/0,00020| + 0,00000f nd * - nd + -
C24:0 | 0,00767 | £ 0,00025/0,01029| + 0,00016]0,00134| + 0,00072[0,06396| + 0,10915
C24:1]0,00903 | £ 0,00057]0,00627] + 0,00019] nd + - nd + -

Tabela A.5 - Gramas de &cido gordo existentes por gramas de matriz (Carogo de Azeitona) (g Ac. Gordo/ g matriz) utilizando
metodologias diferentes: a extraccdo em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Carogo Hexano 1H e Carogo Hexano
3H, respectivamente) e extracgdo com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Carogo 1H e Ext. SC Carogo 3H,
respectivamente) *.

g Ac. Gordo/ g matriz

Ext. SC Carogo 1H | Ext. SC carogo 3H | Carogo Hexano 1H | Carogo Hexano 3H
C14:0 | 0,00001 | £ 0,00000{0,00002| + 0,00000{0,00003| + 0,00000{0,00013| + 0,00001
C16:0 | 0,01019 | £ 0,00152{0,01210| = 0,00023{0,00890| + 0,00002{0,01201| + 0,00003
C16:1 | 0,00035 | + 0,00000{0,00068| + 0,00001{0,00038| + 0,00000{0,00051| + 0,00000
C17:0 | 0,00012 | + 0,00000{0,00017| + 0,00001{0,00012| + 0,00000{0,00016| + 0,00000
C18:0 ] 0,00168 [ + 0,00000/0,00249| + 0,00000{0,00239| + 0,00000{0,00279| + 0,00001
C18:1 | 0,04838 | + 0,00009{0,06731| + 0,00012{0,05310| + 0,00021{0,07072| + 0,00010
C18:2T] 0,00032 | + 0,00001]|0,00032| + 0,00001]0,00009| + 0,00000]/0,00014| + 0,00001
C18:2 | 0,00409 | £ 0,00001{0,00549| + 0,00001{0,00476| + 0,00002(0,00514| + 0,00000
C18:3T] 0,00001 | £ 0,00000/0,00002| + 0,00000/0,00006| + 0,00001]/0,00007| + 0,00000
C18:3 | 0,00043 | £ 0,00000{0,00056| + 0,00000{0,00053| + 0,00000{0,00049| + 0,00001
C20:0 | 0,00023 | £ 0,00000{0,00040| =+ 0,00000{0,00031| =+ 0,00000{0,00044| + 0,00001
C20:1 | 0,00018 | + 0,00001{0,00029| + 0,00000{0,00021| + 0,00000{0,00028| + 0,00001
€22:0 | 0,00004 | + 0,00000{0,00009| + 0,00001{0,00007| + 0,00002{0,00023| + 0,00003
C22:1] 0,00001 [ + 0,00000/0,00002| + 0,00000f nd |* - nd | % -
C24:0 | 0,00051 | + 0,00002{0,00095| + 0,00002{0,00027| + 0,00014(0,01279| + 0,02183
C24:1 ] 0,00061 | + 0,00004]0,00058| + 0,00002] nd | * - nd | -

! nd — significa que o 4cido gordo néo foi detectado.
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Anexo 8- Cromatogramas de GC Obtidos Para o Estudo Comparativo
dos Acidos Gordos Existentes no Oleo de Girassol Quando
Incorporamos Diferentes Percentagens de Extracto Supercritico de

Carog¢o e Bagaco de Azeitona Antes e Depois de Sujeitos ao Teste de

Rancimat
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Figura A.21 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de Carogo de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.74 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.09 - C17:0; RT=4.83 - C18:1; RT=5.65 - C18:3; RT=6.02 — C20:0; RT=6.2 — C20:1.
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Figura A.22 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.73 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.17 - C17:0; RT=4.69 — C18:0; RT=4.96 — C18:1; RT=5.27 — C18:2, RT=5.59 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.28 —
C20:1; RT=7.87 — C22:0; RT=8.2 — C22:1; RT=10.19 — C24:0.
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Figura A.23 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 1% de extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 1% sc-Carogo 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.73 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.08 — C17:0; RT=4.83 — C18:1; RT=5.6 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.2 — C20:1; RT=7.83 — C22:0.
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Figura A.24 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 1% de extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 1% sc-Caroco 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.74 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.25-C17:0; RT=4.68 — C18:0; RT=4.96 — C18:1;RT=5.27 — C18:2; RT=5.59 — C18:3; RT=6.13 — C20:0; RT=6.28 —

C20:1; RT=7.87 — C22:0; RT=8.21 — C22:11; RT=10.21 — C24:0.
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Figura A.25 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de Bagago de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 0,1% sc-Bagago 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.73 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.08 — C17:0; RT=4.82 — C18:1; RT=5.6 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.19 — C20:1.
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Figura A.26 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 0,1% de extracto supercritico de Bagago de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 0,1% sc-Bagaco 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.73 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1;
RT=4.24 - C17:0; RT=4.66 — C18:0; RT=4.96 — C18:1; RT=5.27 — C18:2, RT=5.59 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.28 —
C20:1; RT=7.87 — C22:01; RT=10.21 — C24:0.
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Figura A.27 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 1% de extracto supercritico de Bagago de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 1% sc-Bagago 3H) antes do teste de rancimat: RT=2.74 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 - C16:1;
RT=4.09 — C17:0; RT=4.82 — C18:1; RT=5.6 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.2 — C20:1; RT=10.21 — C24:0.
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Figura A.28 - Espectro de GC obtido para o 6leo de girassol com 1% de extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas
(6leo de girassol + 1% sc-Bagaco 3H) depois do teste de rancimat: RT=2.73 — C14:0; RT=3.63 — C16:0; RT=3.77 — C16:1,
RT=4.26 — C17:0; RT=4.67 — C18:0; RT=4.96 — C18:1; RT=5.27 — C18:2, RT=5.59 — C18:3; RT=6.01 — C20:0; RT=6.28 —

C20:1; RT=7.87 — C22:0; RT=8.2 — C22:1, RT=10.19 — C24:0.
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Anexo 9 - Estudo Comparativo dos Acidos Gordos Existentes no Oleo de
Girassol Quando Incorporamos Diferentes Percentagens de Extracto
Supercritico de Caro¢o e Bagaco de Azeitona Antes e Depois de

Sujeitos ao Teste de Rancimat

Massa dos principais acidos gordos existentes no dleo de girassol quando incorporamos diferentes percentagens de
extracto supercritico de Carogo e Bagago de Azeitona antes e depois de sujeitos ao teste de rancimat
Massa de acidos gordos antes do teste de rancimat
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Figura 3.29 — Estudo comparativo das % da massa de acido gordo/ massa de acido gordo total existentes na amostra: 6leo de
girassol quando incorporamos diferentes percentagens (m/m) de extracto supercritico de Caroco e Bagago de Azeitona( 6leo de
girassol com 0,1% de extracto supercritico de Carogo de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Caroco 3H), 6leo de
girassol com 1% de extracto supercritico de Carogo de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Carogo 3H), 6leo de
girassol com 0,1% de extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Bagago 3H) e 6leo de
girassol com 1% de extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Bagago 3H)) antes e depois
do teste de Rancimat.
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Tabela A.6 — Estudo comparativo da % da massa de acido gordo/ massa de &cido gordo total existentes no 6leo de girassol
quando incorporamos diferentes percentagens (m/m) de extracto supercritico de Caroco de Azeitona: 6leo de girassol com 0,1%
de extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 0,1% sc-Carogo 3H) e dleo de girassol com 1% de

extracto supercritico de Caroco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol + 1% sc-Caroco 3H) antes e depois do teste de rancimat.

% (massa de acido gordo/ massa total de acidos gordos)

0,1% sc-Carogo 3H | 0,1% sc-Carogo 3H 1% sc-Carogo 3H 1% sc-Carogo 3H

antes rancimat depois rancimat antes rancimat depois rancimat

Acido mistiico | 0,115 |+ 0,005| 0,086 |+ 0,002 0,110 |+ 0,002] 0,085 |+ 0,001
Acido palmiico | 8,041 |+ 0,221] 7,182 |+ 0,067] 8,041 |+ 0,030| 7,208 |+ 0,067
Acido estearico | 1,792 |+ 1,529 0,000 |+ 0,036] 2,541 |+ 0,050| 2,541 |+ 0,020
Acido oleico  |28,893 |+ 0,768 3,711 |+ 0,202| 28,988 |+ 0,055| 3,736 |+ 0,169
Acido linoleico  |48,678 |+ 1,306] 28,247 |+ 0,278|48,615 |+ 0,096 (59,501 |+ 0,269
Acido linoleénico | 0,025 |+ 0,000{ 0,099 [+ 0,103] 0,025 |+ 0,000] 0,009 |+ 0,001
Acido docosantico| 1,095 |+ 0,021 0,642 |+ 0,014] 1,165 [+ 0,019] 0,641 [+ 0,004

Tabela A.7 - Estudo comparativo % da massa de &cido gordo/ massa de &cido gordo total existentes no 6leo de girassol quando
incorporamos diferentes percentagens (m/m) de extracto supercritico de Bagago de Azeitona: 6leo de girassol com 0,1% de
extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 1 hora (6leo de girassol + 0,1% sc-Bagago 1H), 6leo de girassol com 0,1% de
extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol +0,1% sc-Bagaco 3H) e 6leo de girassol com 1% de
extracto supercritico de Bagaco de Azeitona de 3 horas (6leo de girassol +1% sc-Bagago 3H) antes e depois do teste de rancimat.

% (massa de acido gordo/ massa total de &cidos gordos)

0,1% sc-Bagago 1H | 0,1% sc-Bagago 1H | 0,1%sc-Bagago 3H | 0,1% sc-Bagago 3H 1% sc-Bagago 3H 1% sc-Bagago 3H
antes rancimat depois rancimat antes rancimat depois rancimat antes rancimat depois rancimat

Acido mistico | 0,078 |+ 0,067 0,082 |+ 0,002] 0,107 [+ 0,004] 0,082 |+ 0,001 0,106 [+ 0,003 0,083 |+ 0,000
Acido palmiico | 8,666 [+ 1,041 6,614 |+ 0,060{ 7,914 |+ 0,008] 6,982 |+ 0,027 | 8,017 |+ 0,054] 7,051 [+ 0,015
Acido estedrico | 2,737 |+ 1,677] 0,000 [+ 0,000 2,306 |+ 0,202] 0,000 |+ 0,000 | 2,510 [+ 1,139] 0,000 [+ 0,000
Acido oleico [37,121 |+ 0,195 3,055 |+ 0,009]28,734 |+ 0,080 3,619 |+ 0,008 |29,170 |+ 0,294 3,629 |+ 0,007
Acido linoleico_|37,375 |+ 0,188(51,840 [+ 0,138]49,118 |+ 0,216[60,033 |+ 0,080 |49,467 |+ 0,350{60,357 | 0,180
Acido linoleénico | 0,050 [+ 0,001] 0,077 |+ 0,001{ 0,025 |+ 0,001] 0,025 [+ 0,000 | 0,025 [+ 0,000] 0,025 |+ 0,001
Acido docosandico| 1,181 |+ 0,008| 0,674 |+ 0,009] 1,036 |+ 0,009] 0,000 [+ 0,000 | 1,007 [+ 0,002] 0,000 |+ 0,001

H |+
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Anexo 10 - Saponificacdo de Extractos Lipidicos de Carog¢o e Bagago de

Azeitona e Extracgdo dos Insaponificaveis

v’ Protocolo para a saponificacdo de extractos lipidicos de carogo e
bagago de azeitona

1. A 0,59 de extracto adicionar 0,5mL de KOH (0,76g/mL);

2. Adicionar a mistura 200pL de solucdo padrdo, no nosso caso Colesterol 5mg/ml
em etanol,

3. Deixar em refluxo durante 30 minutos.

v’ Protocolo para a extraccdo dos insaponificdveis dos extractos de

carogo e bagacgo de azeitona
1. Adicionar a mistura obtida na saponificacdo 10mL de ciclohexano e 5mL de
agua;
Agitar vigorosamente durante 5 minutos;
Deixar decantar numa ampola até haver separacao total das duas fases;
Recolher o sobrenadante;
Extrair novamente com 10mL de ciclohexano e 5mL de &gua;
Agitar vigorosamente durante 5 minutos;

Deixar decantar até separacao total das duas fases;

O N o g B~ WD

Recolher o sobrenadante e juntar com o sobrenadante obtido na primeira
extrac¢éo;

9. Evaporar a secura e recolher o residuo.
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Anexo 11 - Identificagdo dos Esterois Presentes nos extractos de Carog¢o

e Bagaco de Azeitona

Nome Formula Peso .
. X Férmula de Estrutura
Comum Quimica Molécular
Glicerol  CaHs(OH)s 92,10 g/mol HO/\K\OH
OH
HO™ ™" "OH
Monoleina ~ C21H4004  356,54g/mol 05,0
2 /\j/
Esqualeno CaoHso  410,72g/mol
0
B-Tocoferol ~ CzgHisO2  416,68g/mol G
0
5-Tocoferol ~ CarH4s02  402,65g/mol o
0]
y-Tocoferol ~ CasHasO2 ~ 416.68g/mol
HO
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CH5

CHy

Colesterol ~ CarHs601  386.65g/mol

Campestrol ~ C2sH4s0  400,68g/mol

Stigmasterol ~ CogHssO1  412,69g/mol

CyHs

B-Sitosterol ~ CaoHs001  414,71g/mol

HO
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Anexo 12 - Espectros de GC Obtidos Para a Determinacdo dos Esterdis

presentes nos Extractos Lipidicos de Carog¢o e Bagaco de Azeitonal

v

BO0E+E

BOE+0

405+

205405

)

1000 2000 3000 4000 $000 [min]

Figura A.29 - Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 1H: TR=2.41 — Glicerol; TR=20.86 —Esqualeno,
TR=22.49 — &tocoferol; TR=25.40 - y-tocoferol; TR=30.25 — Colesterol; TR=31.59 — B-sitosterol; TR=35.57 — Esterol; TR=37.09
- HDS.

1 0E+0a4Y

8.0E+05

6.0E+D5

20.79

4.0E+05+

2.0E+05+

| 10.00 2000 E01.00 [min]
Figura A.30 — Espectro de GC obtido para o extracto de Carogo hexano 3H: TR=2.77 — Glicerol; TR=20.79 — Monoleina;
TR=22.36 — Esqualeno; TR=23.03 —B-tocoferol; TR=25.19 — Colesterol; TR=29.80 — Campestrol; TR=30.16 — Stigmasterol;
TR=31.07 — B-Sitosterol; TR=32.06 — Esterol; TR=32.83 — Esterol; TR= 33.99 — Esterol; TR=35.29 — Esterol e TR=36.71 — HDS.

! Todos os extractos foram analisados por GC em triplicado, os cromatogramas apresentados sdo apenas
de uma das réplicas.
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Figura A.31 — Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Caro¢o 1H: TR=2.68 — Glicerol; TR=19.29 — Monoleina; TR=20.51 —
Esqualeno; TR=21.94 —p-tocoferol; TR=22.52 &-tocoferol; TR=24,26 - y-tocoferol; TR=25.00 — Colesterol; TR=26.26 —
Campestrol; TR=28.68 — g-Sitosterol; TR=30.02 — Esterol, TR=30.84 — Esterol; TR=31.47 — Esterol; TR=32.28 — Esterol;
TR=32.52 — Esterol e TR=33.13 — HDS.

1.0E-HDE-

B0EHIE

B0E+05H

4 0EHIEH

2 0EHIH

| 500 10.00 150 2100 ] ! 00 000 [min]

Figura A.32 — Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Carogo 3H: TR=2.70 — Glicerol; TR=19.23 — Monoleina; TR=20.61 —
Esqualeno; TR=21.85 — -tocoferol; TR=22.68 — &-tocoferol; TR=23.31 — ytocoferol; TR=24.71 — Colesterol; TR=25.14 —
Campestrol; TR=29.09 — g-Sitosterol; TR=30.24 — Esterol, TR=30.98 — Esterol; TR=31.58 — Esterol; TR=32.62 — Esterol e

TR=33.19 — HDS.
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1.0e+05-BL

BOE+0EH
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4 0E+05+

20E+0EH

T 00 900 200 i ) =0 5700 =00 ]

Figura A.33 — Espectro de GC obtido para o extracto de Bagago Hexano 1H:TR=2.64 — Glicerol; TR=19.38 — Monoleina;
TR=22.02 — B-Tocoferol; TR=24.18 — Colesterol; TR=24.85 — Campestrol; TR=26.07 — Stigmasterol; TR=28.41 — B-sitosterol;
TR=29.77 — Esterol; TR=31.29 — Esterol; TR=31.95 — Esterol; TR=32.53 — Esterol e TR=33.14 — HDS.
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Figura A.34 — Espectro de GC obtido para o extracto de Bagaco hexano 3H: TR=2.67 — Glicerol; TR=19.36 — Monoleina;
TR=20.14 — Esqualeno; TR=21.92 — B-Tocoferol; TR=22.42 — &Tocoferol; TR=23.18 — y-Tocoferol; TR=24.17 — Colesterol;
TR=24.84 — Campestrol, TR=26.07 — Stigmasterol; TR=28.23 — B-sitosterol; TR=29.77 — Esterol; TR=30.83 — Esterol; TR=31.29
— Esterol; TR=31.93 — Esterol; TR=32.52 — Esterol e TR=33.13 — HDS.
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Figura A.35 — Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagago 1H: TR=2.66 — Glicerol; TR=19.43 — Monoleina; TR=20.27
— Esqualeno; TR=22.06 — B-Tocoferol; TR=22.63 - &Tocoferol; TR=23.20 - y-Tocoferol; TR=25.08 — Colesterol; TR=28.72 — B-
Sitosterol; TR=30.11 — Esterol; TR=30.89 — Esterol; TR=31.37 — Esterol; TR=32.30 — Esterol; TR=32.57 — Esterol e TR=33.16 -

HDS.
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Figura A.36 — Espectro de GC obtido para o extracto de sc-Bagago 1H: TR=2.68 — Glicerol; TR=19.60 — Monoleina; TR=20.42
— Esqualeno; TR=22.27 — B-Tocoferol; TR=23.58 — Colesterol; TR=25.52 — Campestrol; TR=29.32 — B-Sitosterol; TR=30.51 —
Esterol; TR=31.58 — Esterol; TR=32.68 — Esterol e TR=33.28 — HDS.
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Anexo 13 - Identificagdo e Quantificacdo dos Esterois Presentes nos

Extractos Lipidicos de Carogo e Bagago de Azeitona

Quantificagao dos Esterois presentes nos extractos lipidicos de Carogo e Bagago de azeitona obtidos utilizando hexano
ou sc-CO2
Extractos de Caroco de Azeitona
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Figura A.37 - Estudo comparativo do perfil de esterois (mg de esterol /g de matriz) presentes nos extractos lipidicos de Carogo e
Bagaco de Azeitona obtidos em soxhlet com hexano (Carogo hexano 1H, Caroco hexano 3H, Bagago hexano 1H e Bagago
hexano 3H) e extractos lipidicos de Carogo e Bagago de Azeitona obtidos usando sc-CO, (Ext. SC Carogo 1H, Ext. SC Carogo
3H, Ext. SC Bagaco 1H e Ext. SC Bagago 3H).
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Tabela A. 8 — Quantificagdo dos esterdis presentes nos extractos de bagaco de azeitona em miligramas de esterol existentes por
gramas de extracto (mg de esterol/ g de extracto) e em miligramas de esterol por grama de matriz (Bagago de Azeitona) (mg
esterol/ g matriz) utilizando metodologias diferentes: a extrac¢do em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Bagaco
Hexano 1H e Bagaco Hexano 3H, respectivamente) e extrac¢do com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Bagaco 1H e

Ext. SC Bagago 3H, respectivamente)”.

Bagago Hexano 1H Bagago Hexano 3H Ext. sc-Bagago 1H Ext. sc-Bagago 3H
9 d:)(;:gol/g mg esterol /g matiz 9 d:)(;:éiorol/g mg esterol /g matiz 9 d;:::ézo”g mg esterol /g matiz 9 d;;:gorollg myg esterol /g matiz
Glicerol 0,396 [+ 0,041 |0,004 [+ 0,000 {0215+ 0,023 ]0,002 |+ 0,000 |0,108 |+ 0,010(0,0004 |+ 0,00004] 0,474 |+ 0,049 | 0,0039 |+ 0,0004
Monoleina | 1,949 [+ 0,154 10,022 [+ 0,002 | 2,900 |+ 0524 {0,033+ 0,006 | 0,686 [+ 0,104]0,0027|+ 0,00040{ 0,788 |+ 0,090 0,0065 |+ 0,0008
Esqualeno | 3,781+ 0,242 {0,043 |+ 0,003 4,667 |+ 0,876 | 0,054 |+ 0,010 {2,713 |+ 0,338 {0,0105+ 0,00131]4,081 |+ 0,530{0,0339 |+ 0,0044
B-Tocoferol [ 1402 [+ 0,103 | 0,016 |+ 0,001 | 2404 |+ 0,666 {0,028 |+ 0,008 | 0,649 |+ 0,032{0,0025|+ 0,00012] 1,502 |+ 0,260 | 0,0125 |+ 0,0022
8- Tocoferol [ 0,063 [+ 0,020 10,001 |+ 0,000 ] 0,094 [+ 0,023 0,001+ 0,000 | 0,143 [+ 0,024]0,0006] 0,00009f nd |+ - nd |t -
y-Tocoferol | 0,044 [+ 0,010 10,000 [+ 0,000 ] 0,098 |+ 0,055 {0,001|+ 0,001 | 0,051 |+ 0,000]0,0002|+ 0,00000f nd |£ - nd |t -
Colesterol {0,162+ 0,100 {0,002 |+ 0,001 {1,369 |+ 0,250 | 0,016 |+ 0,003 | 0,147 [+ 0,020 {0,0006 |+ 0,00025] 0,070 |+ 0,074 {0,0006 |+ 0,0006
Campesterol {0978+ 0,006 {0,011+ 0,000 {0.890|+ 0,535 10,010(+ 0006 | nd |t nd |+ - [4193]+ 065600348 |+ 0,0054
Stigmasterol 0,363 |+ 0,151 {0,004 |+ 0,002 {0,143 |+ 01101 [0,002[+ 0001 | nd |+ - nd |+ - [0,035]+ 0,0000,0003|+0,0003
B-siosterol | 4475]+ 0489 {0,050 |+ 0,006 [ 6,127 |+ 0451 0,071 [+ 0,005 |3,237 |+ 0,316{0,0125+ 0,00122] 2,610 |+ 0,033{0,0217 |+ 0,0003
Qutros Esterois | 3,695 |+ 0,148 {0,042 [+ 0,002 {6,959 |+ 0,505 0,080+ 0,006 | 5,716 |+ 0,677]0,0222 |+ 0,00262) 6,912 |+ 0,811]0,0574 |2 0,0067

Tabela A.9 - Quantificacéo dos esterois presentes nos extractos de Caroco de azeitona em miligramas de esterol existentes por
gramas de extracto (mg de esterol/ g de extracto) e em miligramas de esterol por grama de matriz (Caroco de Azeitona) (mg
esterol/ g matriz) utilizando metodologias diferentes: a extrac¢do em soxhlet com hexano durante 1 hora e 3 horas (Carogo

Hexano 1H e Carogo Hexano 3H, respectivamente) e extraccdo com sc-CO2 durante 1 hora e 3 horas (Ext. SC Carogo 1H e Ext.
SC Carogo 3H, respectivamente) *

Carogo Hexano 1H Carogo Hexano 3H Ext. sc-Carogo 1H Ext. sc-Carogo 3H

9 deeX;:(:oroI/g mg esterol /g matiz 9 dee)(;:gollg mg esterol /g matiz 9 d:);:ﬁom'/g mg esterol /g matiz m d:XterasgoroI/g mg esterol /g matiz

Glicerol [ 0124 ] 0,005 {0012 ]+ 0,001 [ 1,838 |+ 0,044 10,188 |+ 0,004 | 0,077 |+ 0,004 | 0,005 |+ 0,000 0,132 |+ 0,007 | 0,011 |+ 0,001
Monoleina | nd |+ - | nd |+ - [ nd |t - [ nd [t - [0107]0,037]0007 |+ 0003|0170} 0,006) 0,015 |+ 0,001
Esqualeno {0803+ 0,036 {0078 |+ 0,003 | 2182 |+ 0073 ) 0,224 |+ 0008 | 9,927 |+ 0422{ 0,685 |+ 0029 | 9214 |+ 0618{ 0,788 [+ 0,063
P-Tocoferol | nd |+ - | nd |+ - [ nd |t - [ nd|t - [0265]+0216]0018 [+ 0015 [1135]¢ 0,054] 0,097 |+ 0,005
d-Tocoferol [ 0256+ 0,025 {0,025+ 0002|0562 |+ 0,083 0,058 |+ 0008 | 0252+ 0114[ 0017 |+ 0008 | 0,194 [+ 0,000{ 0,017 [+ 0,000
g-Tocoferol {0,059 |+ 0005 (0006 0000 ) nd |+ - | nd |+ - ]0098/%0125[0007 |+ 0009 |0,064 ]+ 0029( 0,005 [+ 0,002
Colesterol 0,727 |+ 0,018 ] 0,070 |+ 0,002 [1474|+ 0,048 [0,151 |+ 0,005 {0,193 ]+ 0,290] 0,013 |+ 0,020 | 0,040 |+ 0,013] 0,003 |+ 0,001
Campesterol [ nd |+ - [ nd |+ - | nd ¥ - | nd |t - 0383/0308]0026 |+ 0021 |1006+ 0189( 0,086 [+ 0,016
Stigmasterol | nd [+ - | nd & - | nd & - | nd |t - | nd |t - | nd & - 0034+ 00230003 |+ 0002
p-sitosterol {0661 |+ 0,005 {0,064 [+ 0000 0,934 |+ 02910096 |+ 0030 | 0,726 |+ 02840160 [+ 0020 | 2516 |+ 0274] 0,215 [+ 0,023
Outros Esterois | 0,406 [+ 0,010 {0,039 + 0,001 ) 0842+ 0,083 | 0,088+ 0,009 |1048 |+ 0778{ 0,040 [+ 0,005 |8615 [+ 0135] 0,064 [+ 0,009

! nd - significa que o esterol ndo foi detectado.
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Anexo 14 - Rendimentos Obtidos Para o Processo Global de Extracgdo

do Refugo de Cereja

Tabela A. 10 — Rendimentos em % (g extracto/ g de matéria no extractor) obtidos para a extracgéo supercritica da cereja e dos
extractos de cereja (segundo passo do processo global de extraccao) obtidos utilizando etanol:agua na proporgéo 50:50(v/v),
etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH, respectivamente.

Rendimentos da extracgéo supercriica
%(g de extracto/ g matéria no extractor)
Fracgao 1 0,1892 [+ 0,044
Cereja Fracgdo 2 05703 [+ 0,104
Fracgdo 3 - + -
Fracgdo 1 03432 |+ 0,077
EtOH:H,0O (50:50)| Fracgdo2 | 0,2655 [+ 0,067
Fraccdgo3 | 0,795 |+ 0,110
Fracgdo1 | 0,0525 |+ 0,016
100% EtOH Fraccdo2 | 0,3680 |+ 0,046
Fracgdo 3 01342 |+ 0,002
Fracgao 1 0,0695 [+ 0,001
100% MetOH Fraccago2 | 0,954 |+ 0,061
Fracgdo3d | 00058 |+ 0,003

Tabela A. 11 - Rendimentos em % (g extracto/ g de cereja) obtidos para o processo global de extracgao da cereja e dos extractos
de cereja obtidos utilizando etanol:4gua na proporgao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0O (50:50), 100%EtOH e
100%MetOH, respectivamente).

Rendimentos global do processo de
extraccao
%(g extracto/ g de cereja)

Fracgdo 1 0,1892 |+ 0,044

Cereja Fraccdo2 | 05703 [+ 0,104
Fracgao 3 - + 0,000

Fracgéo 1 0,1498 |+ 0,051

EtOH:H,0 (50:50)| Frac¢do2 | 0,1301 |+ 0,085
Fracgao 3 0,0913 |+ 0,039

Fracgédo 1 0,0249 [+ 0,007

100% EtOH Fraccdo2 | 0,747 [+ 0,022
Fracgao 3 0,0637 | 0,001

Fracgédo 1 0,0370 |+ 0,001

100% MetOH Fraccdo2 | 0,1033 |+ 0,028
Fracgdo3d | 0,0031 [+ 0,002
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Anexo 15 - Espectros de HPLC-DAD a dos Extractos convencionais e

Supercriticos de Cereja Saco

Detector 1-3680Inm Detedor 1-360nm Dretector 1-360nm
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Figura A.38 - Perfis cromatograficos determinado por HPLC-DAD no c.d.o 360nm do extracto de cereja saco EtOH:agua 50:50
(v/v)(c)), extracto de cereja saco 100% EtOH (b)) e extracto de cereja 100% MetOH (a)).
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Figura A.39- Perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 360nm dos extractos supercriticos: extrac¢do da
cereja com sc-CO, durante 1 hora — Fracc&o 1 (e)), extraccéo da cereja com sc-Co, + 10% etanol durante 1,5 horas — Fracgéo 2
(a)), extraccéo do extracto EtOH:H,0 50:50 (v/v) com sc-CO, durante 1 hora —Fracgéo 1 (c)), extracgéo do extracto EtOH:H,0

50:50 (v/v) com sc-CO, durante 1,5 horas — Fraccéo 2 (b)), extracgéo do extracto 100% EtOH com sc-CO, durante 1 hora —

Fraccéo 1 (d)).
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Detector 1-360nm Detector 1-360nm Detector 1-360nm Detector 1-360nm Detector 1-360nm
—— BCerf+0%EMDH{Ih) —— SCerT+CO2 —— 10CerT+C0O2 —— M-CerTIEOH  —— 12-CerBsCO2
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Figura A.40 - Perfis cromatograficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 360nm dos extractos supercriticos: extrac¢do do
extracto EtOH:H,0 50:50 (v/v) com sc-CO, durante 1 horas — Fraccado 3 (e)), extrac¢édo do extracto 100% EtOH com sc-CO,
durante 1 hora — Fraccao 1 (d)), extracgédo do extracto 100% EtOH com sc-CO, + 10%EtOH durante 1,5 horas — Fracgéo 2 (c)),
extraccdo do extracto 100% EtOH com sc-CO, + 10%EtOH durante 1 hora — Fracgéo 3 (b)), extraccéo do extracto 100%
MetOH com sc-CO, durante 1 hora — Fracgéo 1 (a)).
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Figura A.41 — Perfis cromatogréaficos determinados por HPLC-DAD no c.d.o 360nm dos extractos supercriticos: extracgdo do
extracto 100% EtOH com sc-CO, + 10%EtOH durante 1,5 horas — Fracgdo 2 (a)), extracgdo do extracto 100% MetOH com sc-
CO; + 10%EtOH durante 1,5 horas — Fraccéo 2 (b)), extrac¢do do extracto 100% MetOH com sc-CO, durante 1 hora — Fraccéo
3(c)).
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Anexo 16 - Quantificacdo dos Polifendis Totais dos Extractos de Cereja
Recorrendo a Cromatografia Liquida: HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography)

Tabela A. 12 - Polifenois totais extraidos para o processo global de extraccdo da cereja e dos extractos de cereja obtidos
utilizando etanol:agua na proporgéo 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente) em mg de EAG/ g extracto.

mg EAG/g extracto
Fracgdo 1 0,17
Cereja Fracgédo 2 1,88
Fracgao 3

Fracgdo 1 0,07
EtOH:H20 (50:50)| Fracgéo 2 0,94
Fracgao 3 410
Fracgédo 1 0,20
100% EtOH Fracgdo 2 1,07
Fracgdo 3 3,81
Fracgdo 1 0,10
100% MetOH Fracgdo 2 0,47
Fracgdo 3 nd

Tabela A. 13 - Polifenois totais extraidos para o processo global de extraccéo da cereja e dos extractos de cereja obtidos
utilizando etanol:agua na proporgéo 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente) em mg de EAG/ g cereja.

mg EAG/g cereja
Fracgdo 1 0,00040
Cereja Fracgdo 2 0,00876
Fracgédo 3 -

Fracgdo 1 0,00031
EtOH:H20 (50:50) Fracgdo 2 0,00154
Fracgdo 3 0,00336
Fracgdo 1 0,00015
100% EtOH Fracgéo 2 0,00066
Fracgédo 3 0,00389
Fracgdo 1 0,00004
100% MetOH Fracgdo 2 0,00044
Fracgdo 3 nd
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Anexo 17 - Avaliagdo da Capacidade Antioxidante dos Extractos

Supercriticos de Cereja - Método de ORAC e Método de HORAC

Tabela A. 14 - Capacidade Antioxidante (umol de CAET/ g de matriz) dos extractos supercriticos de cereja e dos extractos de
cereja obtidos utilizando etanol:4gua na proporcao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente), nomeadamente o capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC.

pmol CAET/ g matriz
Fracgédo 1 0,064 + 0,01
Cereja Fracgédo 2 0,233 + 0,03
Fracgdo 3 - + 0,00
Fracgédo 1 0,053 + 0,02
EtOH:H20 (50:50) | Fracgéo 2 0,104 + 0,04
Fracgcdo 3 0,151 + 0,02
Fraccgao 1 0,013 + 0,00
100% EtOH Fraccgéao 2 0,117 + 0,00
Fracgédo 3 0,164 + 0,01
Fracgédo 1 0,012 + 0,00
100% MetOH Fraccao 2 0,062 + 0,01
Fracg¢do 3 0,014 + 0,02

Tabela A. 15 - Capacidade Antioxidante (umol de CAET/ g de extracto) dos extractos supercriticos de cereja e dos extractos de
cereja obtidos utilizando etanol:4gua na proporgao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente), nomeadamente o capacidade de resgate do radical peroxilo determinada pelo método de ORAC.

pumol CAET/ g extracto
Fracgao 1 26989 [+ 2,13
Cereja Fraccao 2 50,907 |+ 548
Fracgao 3 - + -
Fracgao 1 12,265 |+ 4,22
EtOH:H20 (50:50)| Fracgéao 2 41436 |+ 7,60
Fracgao 3 199,015 + 27,24
Fracgao 1 64,561 |+ 3,85
100% EtOH Fracgéo 2 74,355 |+ 1,39
Fraccao 3 |256,891|+ 13,22
Fracgao 1 29,126 |+ 7,82
100% MetOH Fracgéao 2 66,652 [+ 12,99
Fraccdo3 |269,515|+ 3,88
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Tabela A.16 - Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ g de matriz) dos extractos supercriticos de cereja e dos extractos de
cereja obtidos utilizando etanol:4gua na proporcéo 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0O (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente), nomeadamente o capacidade de resgate do radical hidroxilo determinada pelo método de HORAC.

Mmol CAEAC/ g matriz
Fraccao 1 6,036 + 0,343
Cereja Fracgcao 2 12,008 | = 0,700
Fracgcao 3 - + -
Fraccao 1 10,337 | £ 1,136
EtOH:H20 (50:50) | Fracgao 2 3,787 + 0,053
Fracgcao 3 4,795 + 0,081
Fraccao 1 1,254 + 0,013
100% EtOH Fracgao 2 5,884 + 0,668
Fraccao 3 2,754 + 0,563
Fraccao 1 1,748 + 0,046
100% MetOH Fracgcao 2 2,460 + 0,187
Fraccao 3 0,689 + 0,024

Tabela A.17 -Capacidade Antioxidante (umol de CAEAC/ g de extracto) dos extractos supercriticos de cereja e dos extractos de
cereja obtidos utilizando etanol:agua na proporgao 50:50(v/v), etanol e metanol (EtOH:H,0 (50:50), 100%EtOH e 100%MetOH,
respectivamente), nomeadamente o capacidade de resgate do radical hidroxilo determinada pelo método de HORAC.

pmol CAEAC/ g extracto

Fracgdo 1| 2545361 [+ 144,468
Cereja Fracgao 2| 2625,302 |+ 152,967
Fraccao 3 - + -

Fraccao 1| 2396,846 |+ 263,412

EtOH:H20 (50:50) | Fracgcdo 2| 2318,708 |+ 32,231
Fracgcdo 3| 6303,831 [+ 106,688

Fraccdo 1| 6458,665 |+ 65,839

100% EtOH Fracgao 2| 3726,324 |+ 423,107
Fracgdo 3| 4315,030 [+ 882,722

Fracgdo 1| 4126,323 [+ 107,625

100% MetOH Fracgdo 2| 2632,198 [+ 200,099
Fraccdo 3 |13608,900 [+ 1153,233
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Anexo 18 - Identificacédo do Alcool Perililico através de TLC
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Figura A. 42 — Esquema do TLC para os extractos supercriticos de cereja onde: 1 — alcool perililico (padrdo), 2 — extracto de
cereja obtido sc-CO; e 3 — extracto de cereja obtido ap6s a extracgdo com sc-CO, utilizando sc-CO,+10%EtOH.
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Figura A. 43 - Esquema do TLC para os extractos supercriticos do extracto de cereja EtOH:H,0 50:50 onde: 1 — &lcool
perililico (padréao), 2 — extracto obtido utilizando sc-CO,, 3 — extracto obtido utilizando CO,+10%EtOH durante 1h30 e 4 -
extracto obtido utilizando CO,+10%EtOH ap6s extrac¢do durante mais 1h.
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Figura A. 44 - Esquema do TLC para o0s extractos supercriticos do extracto de cereja 100%EtOH onde: 1 — alcool perililico
(padréo), 2 — extracto obtido utilizando sc-CO,, 3 — extracto obtido utilizando CO,+10%EtOH durante 1h30 e 4 - extracto obtido
utilizando CO,+10%EtOH apds extraccdo durante mais 1h.
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