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Resumo

O bagaco de azeitona extratado (BAE) e o caroco de azeitona (CA) sdo residuos
abundantes provenientes da indastria do azeite. No entanto, atualmente, estes sé&o
unicamente aproveitados como fonte combustivel em processos de cogeracdo para a
producao de energia, ou em através da compostagem, obtendo fertilizantes organicos. Estes
materiais sdo ricos em moléculas bioativas, tais como acUcares, taninos, polialcoois,
pectinas, lipidos e fendis, cujo potencial ainda nao fora explorado, sendo fontes potenciais
de compostos de valor acrescentado.

Neste trabalho, o BAE e CA foram avaliados relativamente & sua composi¢do quimica e
propriedades antioxidantes dos extratos polares, tal como submetidos a pré-tratamentos

aguosos (hidrélise acida e auto-hidrolise).

O BAE e CA revelaram teores elevados em lenhinas (32 e 42 %, respetivamente), teores
moderados em compostos fendlicos: fendis totais entre 120,3 e 136,7 e 145,8 e 160,5 mg
acido galico equivalentes/g extrato, para 0 BAE e CA, respetivamente; flavonoides entre
44,1 e 102 e 46,4 e 93 mg catequina equivalentes/g extrato, para 0 BAE e CA,
respetivamente. Estes extratos obtiveram baixas atividades antioxidantes, comprovadas por
teores elevados de ICs, de 58,8 e 57,8 ug/mL, para os extratos de BAE e CA,

respetivamente.

Relativamente aos pré-tratamentos, o em meio acido (utilizando H,SO, (3,5% (w/w)), foi o
que demonstrou maior eficiéncia, com rendimentos de 50,03 % e 44,67 % para o0 BAE e

CA, respetivamente.

Palavras-chave: bagaco de azeitona, caroco de azeitona, composicdo quimica, pré-

tratamentos aquosos



Abstract

Extracted olive pomace (EOP) and olive stones (OS) are abundant residues generated by
the olive oil industry. However, these materials have been only used as fuel in cogeneration
plants to produce energy or as organic fertilizer after a composting process. These raw-
materials are rich in bioactive molecules, such as sugars, tannins, polyalcohols, pectins,
lipids, and phenols, which have not been used. Thus, they are a low cost and renewable
source of high value-added compounds.

In this study, the EOP and OS were analyzed regarding their chemical composition and
antioxidant properties of polar extractives, as well as submitted through aqueous

pretreatments (dilute acid and autohydrolysis).

EOP and OS showed a high content in lignin (32 and 42 %, respectively), and moderate
contents in phenolic compounds: total phenols ranged from 120.3 to 136.7 and 145.8 to
160.5 mg gallic acid equivalents/g extract, for EOP and OS, respectively; flavonoid content
ranged from 44.1 to 102 and 46.4 to 93.0 mg catechin equivalents/g extract, for EOP and
OS, respectively, and tannins from 13.4 to 27.7 and 19.1 to 28.8 mg catechin equivalents/g
extract, for EOP and OS, respectively. These extracts showed low antioxidant properties,
which can be proved by an ICs, value of 58.8 and 57.8 pg/mL, for EOP and OS extracts,

respectively.

In terms of pre-treatments, the dilute acid (using H,SO,4 (3,5% (w/w)), was the most
efficient, yielding 50.03 % and 44.67 % for EOP and OS, respectively.

Keywords: olive pomace, olive stones, chemical composition, aqueous pretreatments
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

O conceito de economia linear tradicional, no qual os recursos seguem o trajeto de
producao, disposicao final e utilizacdo, sem reaproveitamento, € um modelo insustentavel.
A economia circular € um modelo alternativo ao tradicional, ciclico, visando a reducédo dos
impactos ambientais, estimulando também novas oportunidades de negécio. Este novo
modelo incentiva a reutilizacdo de materiais, componentes e produtos, bem como, o
aproveitamento da energia solar, edlica e proveniente da biomassa e residuos , ao longo da

cadeia de valor de um produto (Korhonen et al, 2016).

As agroindudstrias portuguesas contemplam varios setores, sendo que mais de metade
(52,9 %) das instalagbes (em numero) correspondem a lagares. O processamento de
matérias primas de origem vegetal tende a originar elevadas quantidades de residuos,
podendo constituir um sério problema, ndo s6 ambiental, mas também de sub-
aproveitamento e valorizagdo. Cada vez mais tem-se vindo a observar uma tendéncia
crescente para a valorizagcdo e transformacdo dos residuos em sub-produtos de valor
acrescentado (Duarte et al, 2007; Baeta, 2014). Os materiais lenhoceluldsicos sdo a maior
fonte de biomassa inutilizada, sendo uma consideravel parte composta por sub-produtos das

atividades agricola e florestal (Niga, 2010).

Esta Dissertacdo insere-se num projeto bilateral com o CSIR- National Institute for
Interdisciplinary Science and Technology (NIIST), Trivandrum, India- intitulado
“Desenvolvimento de catalisadores enzimaticos imobilizados em nanoparticulas magnéticas
para aplicacées em biocombustiveis”. A valorizagdo do bagaco de azeitona esta inserida no
ambito deste projeto, numa perspetiva de biorrefinaria de acordo com a figura 1. O bagaco
de azeitona sera extratado com solvente organico (hexano) para obtencdo de Oleo de
bagaco de azeitona bruto. Este sera posteriormente convertido em biodiesel (FAME) e 2-
MAG (emulsionantes alimentares), através da transesterificacao catalisada por lipases sn-
1,3 regio-seletivas. O bagaco desengordurado sera submetido a tratamento aquoso de
modo a obter uma fracdo de compostos derivados da hemicelulose (acucares,
nomeadamente pentoses, com atividade prebiética), e uma fracdo sélida rica em lenhina e
celulose, apés tratamentos enziméticos com celulases e betaglucosidases, obtendo-se

glucose e lenhina. A glucose sera matéria-prima para producéo de bioetanol.
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Figura 1: Diagrama representativo da valorizacdo do bagago de azeitona, inserido
no projeto com o CSIR



2. ENQUADRAMENTO TEORICO
2.1. Ainduastria de extragao do azeite

No ano agricola de 2016/2017, a producdo de azeite ultrapassou os 1,47 milhdes de
hectolitros com 462 lagares em laboracdo, correspondendo a campanha mais produtiva
desde 1915 (ano a partir do qual existem registos), correspondente uma area de olival de
349703 ha. A regido do Alentejo apresentou a maior producdo, cerca de 74 % da de
Portugal Continental. Foi também registado um dominio da producédo de azeite com acidez
maxima de 0,8 ° (limite para o azeite virgem extra), correspondendo a cerca de 96% da

producéo de Portugal Continental (INE, 2018).

De acordo com o Regulamento (CE) n® 1308/2013, definem-se como azeites virgens,
“azeites obtidos a partir do fruto da oliveira unicamente por processos mecanicos ou outros
processos fisicos, em condi¢cdes que ndo alterem o azeite, e que ndo tenham sofrido outros
tratamentos além da lavagem, decantagdo, centrifugagcdo e filtracdo, com exclusédo dos
azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de accdo quimica ou bioquimica ou por

processos de reesterificagdo, bem como de qualquer mistura com 6leos de outra natureza”.

Os azeites virgens podem ser classificados como virgem extra, virgem, e azeite

lampante, sendo que:

e Azeite virgem extra- “azeite virgem com uma acidez livre, expressa em &acido
oleico, ndo superior a 0,8 g por 100 g, estando as outras caracteristicas
conformes com as previstas para esta categoria”.

e Azeite virgem- “azeite virgem com uma acidez livre, expressa em &acido oleico,
nao superior a 2 g por 100 g, estando as outras caracteristicas conformes com as
previstas para esta categoria”.

o Azeite lampante- “azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oleico,
superior a 2 g por 100 g e/ou estando as outras caracteristicas conformes com as

previstas para esta categoria”.

O azeite lampante sé podera ser comercializado apdés submetido a operacdes de
refinagdo, que tem como objetivo eliminar as caracteristicas indesejadas (elevada acidez,
cheiros e sabores andmalos). Este azeite refinado, pode, entdo ser lotado com azeites
virgem ou virgem extra, resultando o comercialmente designado, Azeite. A figura 2
representa esquematicamente as varias categorias de azeite e 6leo de bagaco de azeitona

aptos ao consumo final (DL 76/2010).
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Figura 2: Categorias de azeite e 6leo de bagaco de azeitona aptos para consumo final
(ASAE, 2017)

2.1.1. Processo de extracdo

A extracdo do azeite pode ser efetuada através do sistema classico ou continuo. Tem-se
observado, nos ultimos anos, investimentos nos lagares para a substituicdo dos sistemas
classicos em continuos, primariamente, em trés fases seguindo-se, mais recentemente, em

duas fases. A figura 3 representa um diagrama de producédo de azeite em sistema continuo.

A transicdo dos sistemas de extragéo através da substituicdo das tradicionais prensas por
sistemas continuos de extragdo por centrifugacdo, com maior capacidade do que 0s

sistemas classicos, conduz a diminuicdo do tempo de espera da azeitona até laboracéo e do



tempo de extragdo, o que contribui para o aumento da qualidade do azeite obtido. Também
se observa uma reducdo substancial do impacto ambiental provocada pelos efluentes dos
lagares, uma vez que os sistemas continuos de duas fases nao produzem aguas russas, € 0
unico efluente produzido € resultado das lavagens da azeitona e dos equipamentos (GPP,
2007). Como se pode, também, observar pela figura 3, o bagaco de azeitona € o sub-
produto obtido no processo de extracdo do azeite.

Azeitona

!

Lavagem

Y

Moenda

l Pasta Moida

Termobatedura

Pasta Batida

Bagaco
Bagaco Humido

Aguas Russas Azeite
’ / \ Azeite Virgem

Decantacao/Centrifugacéo

Centrifugacéo z Centrifugacéo
Aguas Russas Azeite Virgem
—» Sistema de 3 fases Sistema de 2 fases

Figura 3: Diagrama de extracdo do azeite (Sistemas Continuos de duas e trés fases)
(adaptado de (Ferreira-Dias, 2017)

2.1.2. Bagaco de azeitona

O bagaco de azeitona é um sub-produto da indastria produtora de azeite, constituido por
agua, 0leo, polpa, peliculas e carocos das azeitonas. Este é originado nos processos de

prensagem, no sistema classico ou de decantacdo/centrifugacao nos sistemas continuos.

Com a evolugéo tecnolbgica, e respetiva substituicdo dos sistemas classicos e continuos

de 3 fases, por sistemas continuos de duas fases em que o bagago e as aguas russas



constituem uma Unica fase, tem-se observado a crescente producdo de bagagcos humidos
(GPP, 2007). A composicao quimica média deste bagaco esta representada na tabela 1.

Tabela 1: Composicao quimica média do bagaco humido (adaptado de Centre
d’Iniciatives pour la Production Propre, 2000).

Composicdo Quimica

Humidade (%) 65
Gordura (%) 3-4
Proteina (%) 56
AcUcares (%) 13-14
Fibra Bruta (%) 14-15
Cinzas (%) 2-3
Acidos Organicos (%) 0,5-1,0
Polialcoois (%) 0,5-1,0
Glucésidos e Polifendis (%) 0,5
Densidade Aparente (kg/m°) 1035

Nos lagares com sistemas de extracdo classicos ou continuos de trés fases o bagaco
representa uma fonte de rendimento extra, sendo adquirido por fabricas de extracéo de 6leo
de bagaco, enquanto que o bagaco humido dos sistemas de duas fases possui menor valor
comercial, uma vez que o seu teor acrescido em humidade e viscosidade dificultam o
transporte, armazenagem e secagem. Na regido do Alentejo, em 2001, entrou em
funcionamento uma grande unidade de secagem (UCASUL —Unido de Cooperativas do Sul,
CRL), que processa 0s bagacos humidos produzidos nesta regido, uma das maiores em
sistemas continuos de duas fases em Portugal. Ap6s reduzida a sua humidade, sao
canalizados para extracgdo de Oleo de bagaco através de solvente, onde sdo obtidos os
Oleos de bagaco bruto e o bagaco extratado. Este ultimo é valorizado como fonte de energia
(queima em caldeiras). O Oleo de bagaco bruto apos refinagdo é comercializado como 6leo

alimentar de bagaco de azeitona (GPP, 2007).

Em Portugal observa-se uma producéo de cerca de 370000 t/ano de bagaco de azeitona,
que é relativamente rico em material lenhoceluldsico (celulose, hemiceluloses e lenhina),

constituindo cerca de 40 % da sua massa (Ferreira-Dias et al, 2017).

O material lenhocelulésico contém um numero elevado de moléculas com interesse
economico. A utilizacdo desta biomassa em biorrefinarias € economicamente vantajoso,
uma vez que € possivel extrair compostos, tais como, derivados da hemicelulose (XOS-
oligossacaridos de xilose- que possuem atividade prebiotica), através de tratamentos
térmicos, ou glucose através da hidrélise da celulose pelas vias quimica ou enzimatica,
utilizado posteriormente para, por exemplo, a producédo de bioetanol (Manrich, 2012; Ogata,
2013).



2.2. Composicdo quimica

O bagaco de azeitona e 0 caro¢co de azeitona sdo constituidos quimicamente por dois
tipos de componentes: estruturais e ndo estruturais. Os componentes estruturais sao
macromoléculas de natureza polimérica, insoluveis; fazem parte da parede das células,
conferindo-lhes forma e grande parte das suas propriedades fisicas e quimicas. Os
elementos estruturais do bagaco de azeitona e o carogo de azeitona sédo os polissacaridos
(celulose e hemiceluloses) e a lenhina (Limayem & Ricke, 2012).

Os componentes ndo estruturais sdo geralmente compostos de baixa massa molecular,
podendo ser removidos por processos de solubilizacdo através de extraccdo com solventes
e que se designam extractivos. S80 compostos organicos que incluem uma grande
variedade de familias e compostos quimicos, por exemplo: n-alcanos, n-alcanois, ceras,
triterpenos, é&cidos gordos, glicéridos, esterés, fendis e polifenois. Existem também
compostos inorganicos, que sdo determinados como o residuo da combustdo e, portanto,

designados cinzas (Limayem & Ricke, 2012).

Componentes estruturais
2.2.1. Celulose

A celulose é um homopolimero de cadeia linear longa, constituido por monémeros de (3-
D-glucose ligados entre si por ligagbes glicosidicas do tipo B(1-4) (Figura 4). A linearidade
do polimero permite o estabelecimento de ligacdes intra e inter-moleculares num mesmo
plano (ligacdes de hidrogénio) e entre planos diferentes (forcas de Van der Waals) com uma
organizagdo de forma ordenada, num arranjo cristalino, o que torna a celulose muito
resistente mecanicamente e dificil de atacar quimicamente (Fan et al, 2016, Kirk e Farrell,
1987).

Devido a sua abundancia, a celulose possui grande potencial como alternativa a
utilizacdo de recursos fosseis para producédo de produtos quimicos e combustiveis, tal como

a obtencé&o de bioetanol (Onda et al, 2009).
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Figura 4: Estrutura da celulose

2.2.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo heteropolimeros constituidos a partir de varias hexoses (manose,
glucose e galactose), pentoses (xilose e arabinose) incluindo também &cidos urénicos e
apresentando substituicbes com grupos acetilo. Em termos de estrutura molecular, as
hemiceluloses apresentam uma cadeia central linear mas sdo sempre mais ou menos
ramificadas com acgucares ligados lateralmente & cadeia principal. As hemiceluloses
possuem um grande numero de grupos hidroxilo e acetilo na sua periferia, através dos quais
podem estabelecer ligagbes inter-moleculares com os polimeros vizinhos (Figura 5) (Huang
et al; 2010 Fan et al, 2016).
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Figura 5: Exemplo da férmula estrutural de uma hemicelulose

As hemiceluloses podem ser classificadas em varios grupos, tais como: xiloglucanas,
heteroxilanas, galactomananas, glucomananas e arabinogalactanas, diferenciando-se pela
constituicdo da sua estrutura de base, por exemplo, nas xiloglucanas predominam a xilose e
glucose, na sua cadeia principal Para a maioria dos materiais lenhocelulésicos, as formas

dominantes séo as xiloglucanas e as heteroxilanas (Qing et al, 2013).

As hemiceluloses sdo soluveis em acidos e em solucdes alcalinas sendo hidrolizadas nos
seus acucares constituintes sendo possivel obter solugées com hexoses (glucose, galactose
e manose), pentoses (xilose e arabinose) e quantidades reduzidas de outros aglicares como

acidos uronicos e &cido acético (Pereira et al,.2003).

2.2.3. Lenhina

A lenhina é uma macromolécula formada pela polimerizacdo de mondémeros de tipo
fenilpropano: os alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico, que diferem entre si apenas no
grau de substituicdo dos carbonos 3 e 5 por grupos metoxilo. Os monémeros da lenhina séo
mencionados muitas vezes apenas pela parte fendlica que os distingue: hidroxifenilo (H)
(sem metoxilos), guaiacilo (G) (um substituinte metoxilo) e siringilo (S) (dois grupos
metoxilo). Os mondmeros encontram-se ligados entre si por dois tipos de ligagfes: liga¢des

éter através do oxigénio do grupo hidroxilo do anel fendlico e liga¢des carbono-carbono (C-



C) ditas de condensacdo. A maior parte as ligagbes encontradas nas lenhinas sdo do tipo
éter, nomeadamente a 3-O-4 e a a-O-4, que normalmente representam 50-65% de todas as
ligacBes (Pereira et al. 2003). As propor¢Bes dos monomeros participantes na construcao
das moléculas de lenhina dependem do material vegetal: por exemplo as lenhinas das
folhosas séo constituidas por monémeros do tipo G e S, em propor¢des variadveis, enguanto
as lenhinas nas resinosas sdo constituidas maioritariamente por monémeros do tipo G
(Fengel & Wegener, 1983; Huang et al, 2010). A Figura 6 representa a estrutura quimica de

uma lenhina.

o oo ocH

oL oo

Figura 6: Estrutura molecular da lenhina de madeira de uma resinosa

A Tabela 2 apresenta a composicdo quimica de alguns materiais lenhocelulésicos de

origem agricola e industrial.

Tabela 2: Composicao (em base seca), de alguns materiais lenhoceluldsicos agricolas e
de origem industrial

Material Celulose Hemicelulose Lenhina Fonte

(%) (%) (%)
Palha de sorgo 43,3 23,8 21,7 (Kim e Day, 2011)
Palha de milho 42,1 29,2 17,5 (Moniz et al, 2013)
Bagaco de cana- i i 16,1- (Geddes et al, 2011; Imman et al,
de-accar 35-42,8 26,2-35,8 252 2013)
Cana de bambu 38,8 24,9 23,9 (Gonzalez et al, 2011)

36,7- 21,3- (Vila et al, 2002; Mancilha e Karim,
Casca de arroz 377 16,7-17,3 221 2003)
Bagaco de 36,4 26,8 26 (Bras et al, 2014)
azeitona
Palha de trigo 31,5 25,2 15,9 (Nabarlatz et al, 2007)

- ) ) ) (Beldman et al, 1987; Prentice e

Dreche cervejeira 9-18 19-31 16-25 D’Appolonia, 1977)
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2.2.4. Outros componentes

As plantas tém a importante capacidade de sintetizar uma grande diversidade de
compostos de baixo peso molecular, denominados metabolitos secundarios, 0s quais podem
ou ndo, desempenhar um papel determinante no metabolismo vegetal. Os metabolitos
secundarios sdo compostos produzidos por algumas espécies e a sua concentracao difere
de planta para planta, ao contrario dos metabolitos primarios como os gllcidos, as
proteinas, clorofilas sdo encontrados em todas as plantas e desempenham funcdes
metabdlicas essenciais. Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos
distintos: terpendides, fendis e alcaldides. Estudos demostram que, muitos destes
compostos possuem atividades bioldgicas interessantes, tais como, atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, anticancerigena, antibacterianas e antivirais (Gracelin et al. 2013)

Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao substancias que contém pelo menos um grupo hidroxilo

ligado a anel benzénico (fenol).

Este grupo de compostos € caracterizado estruturalmente pela presencga de dois anéis
aromaéticos (A, B) ligados a um anel heterociclico (C) (Figura 7) e que podem conter outros

substituintes na sua estrutura tais como agucares ou acidos organicos .

Os compostos fendlicos nas plantas podem ser divididos em diversas classes de acordo
com a sua estrutura quimica. Entre estas classes podem-se encontrar compostos simples
com apenas um anel benzénico polihidroxilado tais como os acidos benzdéicos e compostos
com estruturas mais complexas tais como os flavonéides e compostos altamente
polimerizados (por exemplo os taninos) (Silva et al, 2007). As propriedades antioxidantes
destes compostos consistem em retardar a oxidagdo de varios compostos "importantes para
a vida", inibindo a iniciacdo ou a propagacao de reacdes em cadeia (Amarowicz et al, 2004).
A sua presenca contribui, ainda, para as caracteristicas sensoriais dos alimentos, como a

cor, 0 sabor e 0 aroma.
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Figura 7: Estrutura quimica da Quercetina (um flavonéide)

Deste grande grupo de compostos, os flavonoides e os taninos foram estudados em

particular.

Flavonodides

Sao os responsaveis pelas cores de plantas e frutos, Os flavonoides sdo constituidos por
um numero alargado de familias de compostos como os flavondis, flavonas, flavandis,

flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides (Figura 8) (Ratnam et al., 2006).

Taninos

0s taninos sdo os compostos fendlicos com maior massa molecular De acordo com a sua
estrutura quimica, distinguem-se dois grandes grupos de taninos: os hidrolisaveis e o0s
condensados (Okuda, 2005).

Os taninos condensados sé@o polimeros formados pela condensagdo de duas oumais

unidades de flavandéis (Figura 9).
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Figura 8: Estrutura dos principais flavonoides. A sua diferenca assenta principalmente no

grupo —OH e no grau de saturacao (ligacdes duplas) que apresenta o anel C

Figura 9:Estrutura quimica de um tanino condensado
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2.3. Biorrefinarias

A biorrefinaria corresponde a uma unidade de processamento integrada e diversificada,
onde as biomassas sao convertidas em produtos preferencialmente com valor acrescentado,
possuindo um conceito muito semelhante a uma refinaria de petréleo (Carvalheiro et al,
2008). Nos paises mediterranios, tal como Portugal, as unidades de extracdo de 6leo de
bagaco sdo exemplos de proto-biorrefinarias, uma vez que transformam o 6leo residual do
bagaco em oOleo alimentar, e os residuos soélidos restantes sdo utilizados como fonte de

alimentacdo animal e fonte energética para combustéo (Carvalheiro et al, 2008).

Produtos Quimicos

A
Energia : .
Combustiveis Materiais
o Energia €— —> Produtos
Biorrefinaria Quimicos
Q I_)
—
< —
g !
Biomassa
Figura 10: Conceito de biorrefinaria (adaptado de Carvalheiro et al,
2008)

As biorrefinarias podem ser distinguidas de acordo com o0s materiais processados,
processos tecnolégicos e produtos finais, podendo estar envolvidas diversas metodologias
tecnolégicas (separacdo, conversdes termoquimicas, quimicas ou bioquimicas, por
exemplo), com o objetivo de tirar o maior partido da biomassa a processar (Kamm et al,
2006; Carvalheiro et al, 2008).

As tecnologias de aproveitamento da biomassa atualmente estdo divididas em duas
categorias: as termoquimicas, tais como a gaseificacao e pirdlise (plataforma termoquimica),
e as bioquimicas como a hidrélise nas quais a quebra da estrutura do material é feita

quimica ou enzimaticamente (plataforma bioquimica) (Carvalheiro et al, 2008).
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2.4. Pré-tratamentos

Na valorizacéo e aproveitamento dos materiais lenhocelulésicos é fundamental efetuar o
seu fracionamento, através de processos habitualmente conhecidos como métodos de pré-
tratamento. O fracionamento € considerado como um pré-requisito para a conversao dessa
mesma biomassa em produtos de valor acrescentado e tem como objetivo a separagédo dos
diferentes componentes (desconstrucdo da biomassa) de modo a que cada um possa ser

directamente utilizado ou convertido.

O fracionamento da biomassa lenhocelulésica pode ser definido como um conjunto de
processos fisicos, quimicos e biolégicos, efetuados de modo a obter uma separacao seletiva
dos diferentes componentes que a constituem, ou seja, conseguir uma separacgao eficiente
das hemiceluloses, da celulose e da lenhina, evitando a formagdo de subprodutos
indesejaveis (como acidos alifaticos e furanos (resultantes da degradacao de aglcares) e de
compostos fendlicos), minimizando os gastos energéticos e o recurso a produtos quimicos
(Kumar, 2018).

O objectivo do fracionamento (denominado pré-tratamento) consiste na hidrélise seletiva
das hemiceluloses. Ocorre a desconstrucdo da matriz lenho-celulésica através da ruptura e
remocdo das hemiceluloses, o que leva a um aumento da area efetiva superficial, da
porosidade da biomassa pré-tratada e diminuicdo do grau de cristalinidade da celulose
(Carvalheiro et al, 2008), permite assim uma maior exposicdo aos reagentes para o
fracionamento dos restantes componentes, principalmente da celulose e lenhina. A Figura

11 pretende demonstrar graficamente a rutura do complexo lenhocelulésico.
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Figura 11: Representacao do processo de pré-tratamento do
material lenhoceluldsico (adaptado de (Afonso, 2012)

Os pré-tratamentos podem ser classificados como fisicos, quimicos ou biolégicos. Séao
exemplos de pré-tratamentos fisicos, a moagem ou a homogeneizacdo a elevadas
pressdes. Estes caracterizam-se por tempos curtos de reacdo e ndo sdo muito eficientes
como pré-tratamento Unico. Os pré-tratamentos alcalinos ou acidos sdao exemplos de
tratamentos quimicos. Estes possuem eficiéncias elevadas, porém, poderdo originar
compostos inibidores dos processos de sacarificacao enzimatica, e no caso da utilizacao de
acidos ou bases fortes (por exemplo, H,SO,4, ou NaOH, respetivamente), originam-se
efluentes com risco ambiental. Os pré-tratamentos de origem biolégica requerem elevados
tempos de reacdo, com flutuacbes nas eficiéncias das hidrélises. Os pré-tratamentos com
menor risco ambiental sdo, a moagem de disco humido, liquefagcdo hidrotérmica e os prée-
tratamentos hidrotérmicos (Fan et al, 2016). A Tabela 3 representa as vantagens e

desvantagens para cada pré-tratamento (fisico, quimico e biolégico), de uma forma sintética.

16



Tabela 3: Principais vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos fisicos, quimicos e
biolégicos (Fonte: Kumar, 2018)

Pré-
Vantagens Desvantagens
tratamento
e Aumento da éarea superficial e e Destruicdo parcial (incompleta)
Fisico diminuicdo do grau de cristaliza¢éo da matriz lenhina-gltcido
da celulose e (Gastos energéticos elevados
. Poluicdo
e O tratamento alcalino reduz o teor . Form?a %0 de COMDBOSLOS
de lenhina e hemiceluloses a um rormag P
inibidores

Quimico baixo custo
e O tratamento &cido reduz o teor de
hemiceluloses a um baixo custo

e Problemas na recuperacdo dos
reagentes quimicos e custo
associado

e Baixo input energético

e Condicdes da reagdo moderadas * Velocidades das hidrélises

Bioldgico e Sem adicao de reagentes baixas
Limicos ¢ 9 e Necessidade de um meio
9 esterilizado

o N&o gera compostos toxicos

2.4.1. Hidrolise acida

A hidrélise acida pode ser caracterizada através de duas abordagens: utilizacdo de
acidos concentrados a temperaturas baixas, ou, utilizacdo de acidos diluidos a temperaturas

elevadas (Carvalheiro et al, 2008), destacando-se a segunda.

A diluicdo de H,SO, (0,5-1,5%) é a mais utilizada industrialmente, uma vez que é
possivel obter rendimentos relativamente elevados em acgucares provenientes da hidrélise e
solubilizacdo das hemiceluloses. Ao contrario das hidrolises utilizando acidos concentrados,
a sua diluicdo origina menos compostos de degradacédo e ndo é tdo corrosiva. A sua eficacia
depende da concentragdo em acido e temperatura da reacdo. Quanto maior for a
temperatura e/ou concentracdo em acido, maior serd a formacdo de produtos de
degradacao, tais como o furfural (maioritario, derivado da hidrélise das pentoses), 5-
hidroximetilfurfural (derivado da hidrélise das hexoses), que levam a libertacdo do acido
formico, para além destes, também sdo formados acidos fendlicos, acidos alifaticos (tal
como o levulinico- derivado da lenhina), e aldeidos, com propriedades inibitérias da

atividade enzimatica e fermentagéo (Carvalheiro et al, 2008).

2.4.2. Hidrdlise alcalina

s

O pré-tratamento alcalino é o segundo mais utilizado industrialmente. Nestes, o0s
reagentes mais utilizados séo os hidréxidos de sédio, calcio e amonio. Este pré-tratamento
irh remover os compostos amorfos (lenhina e hemiceluloses) do material lenhocelulésico,

expondo a celulose e 0 consequente aumento da eficiéncia da sua hidrolise. A eficiéncia
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desta hidrolise esta dependente das suas condi¢des, tais como a temperatura (até 150-200
°C) e duracéo (entre 30 min a semanas).

2.4.3. Pré-tratamentos hidrotérmicos (auto-hidrdlise)

Os pré-tratamentos hidrotérmicos, também denominados como auto-hidrélises, sdo uma
alternativa com baixo risco ambiental, uma vez que o meio de pré-tratamento consiste

somente em agua, ou vapor de agua (Carvalheiro et al, 2008).

7

O processo hidrotérmico (autohidrélise ou agua liquida quente), é considerado um dos
métodos mais promissores de pré-tratamento dos materiais lenhocelulésicos no conceito de
biorrefinarias. Trata-se de um processo amigo do ambiente, que consiste na utilizacdo de
agua a alta temperatura, provocando o aumento da sua forca ionica. Este método leva a
uma despolimerizacdo da hemicelulose, que é catalisada pelos ibes hidrogénio gerados in
situ pela autoionizacdo da agua e pelo acido acético formado na reacgdo da mesma
hemicelulose. Deste processo resulta uma fase liquida, contendo principalmente
hemicelulose, e uma fase sélida contendo celulose e lenhina (Carvalheiro et al, 2008, Qing
et al, 2013).

Os processos de auto-hidrélise e hidrélise acida possuem mecanismos semelhantes de
reacdo, uma vez que ambos se tratam de hidrélises catalisadas por ides de hidrogénio
(Hs0%). A escolha entre os dois métodos de pré-tratamento pode-se basear na constituicdo

do material lenhocelulésico no contetdo dos grupos acetilo (Carvalheiro et al, 2008).

2.4.4. A xilose como potencial fonte de valor acrescentado proveniente dos pré-

tratamentos aquosos

A xilose é um grande constituinte das xilanas (grupo de hemiceluloses), sendo, portanto
um dos acucares mais abundantes no planeta. A sua denominacdo (derivada do grego
éUAov, “madeira”), deve-se ao isolamento deste acglcar a partir da madeira, por Koch em
1886. Trata-se de uma pentose que podera dar origem ao Xxilitol através dos processos de

hidrogenacéo da xilose ou por fermentacéo da xilose (Beerens et al, 2012) (Figura 12).
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Figura 12: Estrutura molecular da xilose

O xilitol

O xilitol € um polialcool com 5 atomos de carbono, descoberto pelo quimico alemao Emil
Fischer (Figura 13). O xilitol é sensorialmente mais doce que a xilose sendo utilizado como
adocante, uma vez que é comparavel a percepcéo de “doce” da sacarose, possuindo menor
teor caldrico (2,4 kcal/g vs 4,0 kcal/lg, para o xilitol e sacarose, respetivamente), e esta
naturalmente presente em produtos hortofruticolas, no entanto, em quantidades muito

pequenas (Pal et al, 2016).

OH

HO OH
OH OH

Figura 13: Estrutura molecular do xilitol

Devido as suas propriedades Unicas tais como ndo cariogenicidade, fortalecimento dos
dentes, prevencao de inflamagdes nos ouvidos e algumas infecBes respiratorias, o xilitol &
utilizado em produtos farmacéuticos e dietéticos alimentares e o seu metabolismo é
independente da insulina, tornando-o um promissor substituto do acucar para diabéticos.
Uma outra vantagem do xilitol € o facto de ndo participar nas reacbes de maillard que
ocorrem durante o processamento térmico dos alimentos, ndo alterando o valor nutricional
das proteinas presentes. Todas estas propriedades referidas anteriormente contribuem para
0 aumento da sua procura e incorporacao nos géneros alimenticios, produtos farmacéuticos

e de higiene oral, tais como elixires e em pastilhas elasticas (Pal et al, 2016).

Atualmente, a producao industrial de xilose é através da via quimica baseando-se na
hidrogenacdo da xilose, utilizando um catalisador de niquel a temperaturas e pressdes

elevadas. O xilitol é relativamente caro, uma vez que a obtencdo de xilose pura, tais como

19



0s processos da producéo industrial, e todo o processo de refinagem deste poliol possuem
custos elevados. Devido a estas condicdes, procura-se alternativas para a obtencdo de
xilitol, tal como a via microbiana, através da utilizacdo de bactérias, leveduras ou bolores, e
a utilizacdo de residuos lenhocelulésicos provenientes da induastria agroalimentar
(Franceschin et al, 2011).

Os oligossacéridos de xilose

Nos processos de hidrélise aquosa, obtém-se uma fracdo liquida composta por derivados
das hemiceluloses. Para a maioria dos materiais lenhocelulésicos, as suas formas

dominantes séo as xiloglucanas e as heteroxilanas (Qing et al, 2013).

Os oligossacéaridos sdo monossacaridos polimerizados de cadeia curta através de
ligacdes glicosidicas a e/ou B. A extensdo do seu grau de polimerizagdo ainda nao se
encontra bem definida, podendo ser considerados entre 2 a 40 monossacaridos por cada
polimero (Qing et al, 2013; Brienzo, 2016).

Os oligossacéridos de xilose (XOS) sao constituidos por unidades de xilose, através de
ligacdes glicosidicas B-1,4 e sdo produzidos na fracdo xilano das plantas. Normalmente sédo
constituidos por duas a 12 unidades de xilose, como se pode observar pela Figura 14.
Também sdo considerados XOS, moléculas constituidas por até 20 unidades deste
mondmero (Qing et al, 2013; Brienzo, 2016).
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Figura 14: Estrutura esquematica da xilose e dos
xilooligossacaridos (adaptado de (Brienzo, 2016)
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Os XOS néo sao digeridos no estbmago humano e possuem propriedades prebidticas,
uma vez que estimulam a flora microbiana benéfica intestinal. Como sdo moléculas néo
cariogénicas, podem ser utilizados como edulcorantes hipocaldricos, e encontram-se
presentes nos ingredientes de alimentos funcionais, devido aos seus beneficios para a
saude, nomeadamente intestinal, uma vez que podem melhorar a modelagdo da microbiota

presente no célon (destacando-se as Bifidobacteria e Lactobacillus) (Brienzo, 2016).

Apesar de todos os beneficios associados aos XOS, estes sao pouco produzidos
industrialmente e consumidos pelo ser humano. Recentemente, a sua estrutura e beneficios
tém sido estudados, em especial, associados a melhoria da absor¢do dos nutrientes e
fatores relacionados com a inibicdo de micrébios patogénicos e as consequéncias
relacionadas com o bom desenvolvimento intestinal. As propriedades dos XOS dependem
da sua estrutura, que se encontra dependente dos acucares presentes e do seu grau de

polimerizacdo (Brienzo, 2016).

Os oligossacaridos encontram-se presentes naturalmente nos tecidos das plantas, em
baixas quantidades quando comparados com polissacaridos estruturais da parede celular,
tais como a celulose ou a hemicelulose. Durante o processo de pré-tratamento de um
material lenhocelulésico, grande parte da hemicelulose é removida da superficie das
microfibrilas de celulose e hidrolisada em varios oligossacéaridos solGveis, que irdo variar
com a estrutura e composi¢cdo da propria hemicelulose. Para a maioria dos materiais
lenhocelulésicos, os XOS sdo os oligossacéaridos predominantes libertados durante o pré-
tratamento, tratando-se de materiais interessantes para a produgdo destes oligossacéridos
(Qing et al, 2013; Brienzo, 2016).

No processo de pré-tratamento, o xilano é libertado sob a forma de XOS soluvel, que por
sua vez, serda hidrolisado em xilose. Se as condi¢Bes das hidrélises forem mais agressivas,
isto &, temperaturas muito elevadas, tempos prolongados e niveis de pH baixos, esta poder-
se-4 degradar em furfural, e consequentemente convertida em outros produtos de

degradacéo e condensacéo (Qing et al, 2013; Brienzo, 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Matéria prima

As amostras de bagaco extratado e caroco de azeitona foram fornecidas pela empresa
UCASUL- Unido de Cooperativas UCRL (Alvito, Beja, Portugal).

3.2. Métodos utilizados na anélise quimica do BAE e CA
3.2.1 Preparacdo da amostra

As amostras de caroco e bagaco de azeitona destinadas a andlise da composicao
quimica foram moidas num moinho “Wiley” com um crivo de 2 mm, e posteriormente
separadas por classes granulométricas num crivo vibratério “Retsch”, nas fracgdes: < 40
mesh, 40-60 mesh e > 80 mesh. A fraccédo 40-60 mesh (0,420-0,250 mm) foi utilizada na
determinagdo do teor de extrativos, lenhinas, agUcares estruturais e cinzas, segundo as
normas TAPPI.

3.2.2 Determinacéo do teor de humidade

O teor de humidade das amostras foi determinado gravimetricamente. O método utilizado
consistiu na determinacdo da perda de massa de 2 g de amostra, que foi colocada numa
estufa, a 100 °C durante 24h. O teor de humidade em base humida foi determinado pela

Equacgéo 1

m —m
Humidade (%) = amOStr?n AMOSIrasesd w100 (Equacdo 1)
amostra

Para cada amostra o ensaio foi realizado em duplicado.

3.2.3. Determinagéo do teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido gravimetricamente apos incineracdo das amostras (TAPPI T 211
om-02). A incineracéo foi feita numa mufla (Heraeus MR 170 E) a 525 °C em 2 g de amostra

seca, durante cerca de 24 horas até completa oxidacdo dos materiais organicos presentes.
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O teor de cinzas foi determinado pela Equagéo 2

Mcinzas da amostra

Teor de cinzas (%) = x 100 (Equacao 2)

mamostra seca

Para cada amostra o ensaio foi realizado em duplicado.

3.2.4. Determinacao de extrativos pelo método de Soxhlet

A determinacdo dos extrativos teve por base a norma TAPPI 204 cm-97 (adaptacao).
Foram pesadas cerca de 2,2 g de amostra seca da fracdo 40-60 mesh e colocados em
cartuchos de extracdo e submetidos a extrac¢des sucessivas, em Soxhlet, com solventes de
crescente polaridade: diclorometano, etanol e agua destilada. Utilizaram-se cerca de 170 mL
de cada solvente, tendo-se feito a extraccdo durante 6 horas com diclorometano 16 horas
com etanol e 16 horas com agua.

O teor de substancias sollveis em cada solvente foi obtido através da determinacéo
gravimétrica da perda de massa da amostra apés cada extracgao.

O teor de substancias sollveis em cada solvente foi determinado pela Equagéo 3

Mextrato

Extrativos (%) = x 100  (Equagdo 3)

amostra seca

Para cada amostra o ensaio foi realizado sempre em duplicado.

O teor de extrativos totais foi obtido a partir da soma dos teores de extractivos em

diclorometano, etanol e agua.

3.2.5. Determinacgéo das lenhinas
3.2.5.1. Determinacgéo da lenhina de Klason

A determinagdo da lenhina Klason foi seguida de acordo com a norma TAPPI 222 om-02
que quantifica a lenhina Klason como o residuo insoltvel resultante do ataque quimico com

acido forte ao material.

Foram pesados 0.35 g de amostra previamente extratada e seca, para um copo de

precipitacdo. Foram adicionados 3 mL de H,SO, a 72 % (m/m), e a mistura colocada num
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banho-maria termostatizado a 30 °C, durante 1 hora, com agitacao ocasional, utilizando uma
vareta de vidro. De seguida, a mistura foi transferida para um frasco de vidro com tampa
hermética e adicionados 84 mL de &gua destilada de modo a diluir o acido até uma
concentracdo de 4 % (v/v). De seguida os frascos de vidro com as amostras foram
colocados numa autoclave (Certoclav-EL 12/18L) durante 1 hora a 120 °C. Quando atingido
o tempo de reaccdo, apos a descompressao da autoclave, os frascos foram retirados da

autoclave e arrefecidos em gelo.

Apo6s o arrefecimento, procedeu-se a filtracdo da mistura recorrendo a cadinhos de placa
porosa (G 4), previamente secos e tarados. O residuo insoltvel em acido retido no cadinho
filtrante (lenhina Klason) foi lavado com &gua destilada. O filtrado foi guardado para a

determinacéo do teor de lenhina soltvel e dos agucares estruturais.

Os cadinhos com o residuo foram secos inicialmente numa estufa a 60 °C, durante 24
horas e de seguida numa estufa a 100 °C, durante 2 horas.

O teor de lenhina Klason foi determinado apés secagem do residuo e corrigido em

relagé@o ao teor de extractivos e de cinzas, de acordo com as Equacdes 4 e 5.

residuo amostra

m
A (Lenhina KLASON sem corregdo (%)) = x 100  (Equagdo 4)

mamostra seca

100 — Extrativos (%) — Cinzas (%)
100

Lenhina KLASON corrigida = < > X A (Equacdo 5)

Para cada amostra, o ensaio foi realizado sempre em duplicado.

3.2.5.2. Determinagao da lenhina soluvel

A determinacgdo da lenhina soltvel em acido foi efetuada de acordo com a norma TAPPI
UM 250 (1993).

A lenhina soluvel em acido foi determinada através da absorcéo no ultravioleta (205 nm) do
filtrado (250 mL) resultante da determinacéo da lenhina Klason.

Foram pipetados 2 mL ou 1 mL do filtrado, de caroco e de bagaco de azeitona,
respetivamente, para um tubo de ensaio e perfez-se o volume até aos 20 mL, com agua
destilada. A leitura da absorvancia a 250 nm foi realizada num espetrofotometro (UV-160A

Recording Spectrophotometer, Shimadzu) contra agua destilada.
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Para a determinacao da lenhina soluvel foi utilizada a Equacao 6.

: . Agos X VX f ~
Lenhina soluvel = x 100 (Equacdo 6)

€ X mamostra seca

Sendo: Ays — Absorvancia a 205 nm, € — 110 cm™g™L (absortividade molar), V — volume
inicial (0,250 L), f — factor de diluicdo, m — massa seca (g)

Para cada amostra, o ensaio foi realizado sempre em duplicado.
3.2.5.3. Composic¢do dos acucares estruturais

A composicdo dos acUcares estruturais, correspondentes a celulose e as hemiceluloses,
foi avaliada, através da quantificacdo, dos agucares correspondentes apd6s a sua total
hidrélise (no hidrolisado obtido na determinagdo da lenhina Klason) por HPLC

(Cromatografia liquida de troca aniénica de alta eficiéncia)

A analise por HPLC foi realizada no Laboratério de Andlises REQUIMTE - Rede de Quimica
e Tecnologia, Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de
Universidade NOVA de Lisboa. Foi utilizado um equipamento DIONEX ICS3000 equipado
com uma coluna Carbopac PA10 250x40 mm + Aminotrap e um detetor PAD. Os
cromatogramas das amostras foram comparados com os dos padrfes dos aguUcares e
acidos organicos a serem analisados, sendo a quantificagcdo feita por curvas de calibracédo

de cada composto.

3.2.6. Determinacdo dos compostos bioactivos

Os extratos em etanol e em 4gua, obtidos da extracdo em Soxhlet, foram caracterizados,
com a determinacdo de teor de fendis totais, flavondides totais, taninos condensados e

taninos hidrolisaveis e determinada a actividade antioxidante.
3.2.6.1. Determinacao do teor de fendis

O teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos em etanol e em agua foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965). O método de Folin
Ciocalteau é um método colorimétrico que se baseia numa reaccao de oxidacao-reducdo
entre o reagente de Folin e os compostos fendlicos, formando um complexo de molibdénio e
tungsténio de cor azul com absorc¢do a 765 nm. O &cido gélico foi utilizado como composto

padrdo de referéncia.
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Os extractos em etanol foram inicialmente diluidos de 1:100. A 100 uL de cada extracto
foram adicionados 4 mL de solu¢do Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) e ao fim de 8 minutos a
solucao foi neutralizada com 4 mL de carbonato de sodio (7,5 % (m/v)). Apés 15 minutos a
45 °C num banho termostatizado, para permitir a estabilizacdo da cor, a absorvancia foi
medida num espectrofotometro (UV-160A Recording Spectrophotometer, Shimadzu), a 765

nm contra um branco contendo apenas agua destilada

Realizou-se 0 mesmo procedimento para a construgdo da curva de calibracdo, utilizando

solugBes com concentragfes diferentes de acido galico (0 a 0,6 mg/mL).

A concentracdo em fendis totais foi determinada por interpolacdo da curva de calibragéo de
acido gdlico. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de &cido galico
por grama de extrato.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado.
3.2.6.2. Determinacéo do teor de flavonodides totais

Os flavonoides totais foram determinados por um método espetrofotométrico seguindo uma
metodologia previamente descrita por Zhishen et al. (1999). A técnica envolve a medida da
absorvéncia, a 510 nm, do complexo AICIs-flavonoide, utilizando a curva de calibracdo de

catequina.

A partir de uma solugcédo de catequina em metanol (1000 ppm), foram preparadas as
solugBes padréo a diferentes concentracdes (entre 0 e 1,0 mg/mL) para obtencdo da curva
de calibragéo.

A 1,0 mL de cada extracto (e das solucdes de catequina) foram adicionados 4 mL de
agua destilada e 0,3 mL de solucdo de nitrito de sddio 5% (m/v). Apés 5 minutos foram
adicionados 0,3 mL de solucéo de cloreto de aluminio (10%). Ao fim de 6 minutos, foram
adicionados 2 mL de hidroxido de sédio (4%), e 2,4 mL de agua destilada. A absorvancia foi
medida foi medida num espectrofotometro (UV-160A Recording Spectrophotometer,

Shimadzu).a 510 nm contra um branco contendo apenas metanol.

A concentracdo em flavonodides totais foi determinada por interpolacdo da curva de
calibracdo de catequina. Os resultados foram expressos como mg de equivalentes de

catequina por g de extrato.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado.
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3.2.6.3. Determinacao do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados nos extratos em etanol e em agua foi quantificado por

reacao com vanilina (Abdalla et al, 2014).

A partir de uma solucdo de catequina em metanol 1000 ppm foram preparadas as
solucBes padrdo a diferentes concentracdes (entre 0 e 1,0 mg/mL) para obtencdo da curva

de calibracéo.

A 1,0 mL de extrato (e das solucbes de catequina) foram adicionados 2,5 mL de solucéo
de vanilina (concentragdo de 10 g/L em metanol) e 2,5 mL de uma solugédo 25 % (v/v) de
acido sulfarico em metanol e 4 mL de metanol seguida de homogeneizacdo da solu¢do. A
leitura da absorvancia foi efectuada directamente a 500 nm a temperatura ambiente no

espectrofotémetro.

A concentragdo dos taninos condensados foi determinada por interpolagdo da curva de
calibragdo de catequina. Os resultados foram expressos como mg de equivalentes de

catequina por g de extrato

Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

3.2.6.4. Propriedades antioxidantes

Para a avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos utlizaram-se os métodos
espectrofotométricos DPPH, e FRAP.
DPPH para avaliar a capacidade de sequestrar radicais livres (antirradicalar).

FRAP para avaliar o poder antioxidante por reducgéo do ido férrico.

3.2.6.4.1. Determinacdo da atividade de reducgdo Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

(Ferric Reduction Antioxidant Power)

O ensaio FRAP baseia-se na determinacdo da capacidade da amostra para reduzir o
Fe(lll) a Fe(ll), medindo assim a sua capacidade redutora. Quando o Fe(lll) do complexo de
Fe(Ill)- tripiriditriazina (Fe**-TPTZ) é reduzido a Fe(ll) forma-se, em meio &cido, uma intensa
coloracao azul suscetivel de ser quantificada espectrofotometricamente a 593 nm e que é

proporcional & quantidade de espécies redutoras presentes na amostra.

Para a realizacdo do ensaio FRAP seguiu-se 0 método descrito por Benzie e Strain
(1996).
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O reagente FRAP foi preparado no momento da utilizacdo, do seguinte modo: 10 volumes
de tampéao acetato 0,25 M (pH 3,6), 1 volume de solugdo 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazina) em 40 mM de HCI e 1 volume de solucdo de FeCl; 20 mM. O ensaio iniciou-se com
a adicdo, num tubo de ensaio, de 2,7 mL do reagente FRAP, preparado de fresco e pré-
aquecido a 37 °C, com 270 yL de agua e 90 pL de cada um dos extratos. As misturas foram
incubadas no escuro durante 30 minutos a 37 °C. A leitura foi efetuada no espetrofotometro

a 595 nm, contra o reagente FRAP.

Realizou-se 0 mesmo procedimento para a construcdo da curva de calibragdo, substituindo

a amostra por concentracdes diferentes de Trolox em metanol (entre 0.05 e 1,0 mM/L).

A atividade antioxidante foi determinada por interpolacdo de uma curva de calibragédo. Os

resultados foram expressos em uM equivalentes de Trolox por grama de extrato.
Todas as amostras foram analisadas em duplicado.
3.2.6.4.2. Capacidade de sequestro do radical DPPH

A avaliagdo da capacidade antirradicalar dos extratos foi efetuada utilizando um radical livre
e estavel, o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo). Este metido baseia-se na captura do radical
DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorvancia a 515 nm (Sharma e
Bhat, 2009). A actividade antioxidante foi expressa em mg equivalentes de Trolox / g de
extracto e em ICsy, OU seja, a concentracdo do extrato que proporciona uma inibicdo de

50 % da capacidade da sequestracdo dos radicais livres.
Inicialmente foram preparadas trés diluicbes de cada extrato.

Para a construcdo de uma curva de calibracdo, prepararam-se varias diluicbes de Trolox
em metanol (0,5; 1,25; 2,5; 5 ug/ml).

A 0,1 ml de cada diluicdo do extrato (e das solu¢cdes de Trolox) foram adicionados 3,9 mL
do reagente DPPH (0,06 mM). A mistura foi agitada no vortex. Ao fim 30 minutos, a

absorvancia foi lida num espectrofotometro a 517 nm.

No branco (controlo) foram utilizados 3,9 mL de DPPH (0,2 mM) em metanol e 0,1 mL de

metanol.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo (1%) de reducdo de DPPH

relativamente ao controlo e calculado através da seguinte equacao.

% de inibicdo = [(Apprr —As)/Apppr] X 100  (Equacéo 7)
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sendo, As a absorvancia da solugdo com a amostra e Appp, @ absorvancia da solugéo de
DPPH (controlo).

A execucdo dos ensaios com diversas concentracfes para cada amostra permitiu

determinar graficamente a concentragéo de extracto que causa 50 % de inibigao (ICs).

O valor do ICso (ug/mL) foi obtido por interpolacéo gréfica da % de inibicdo em fungéo da

concentracao do extracto em estudo.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

3.3. Pré-tratamentos aquosos

Foram realizados dois pré-tratamentos aquosos as amostras de bagaco e caroco de
azeitona: pré-tratamento hidrotérmico ou auto hidrélise e pré-tratamento em meio acido

(solucéo de &cido sulfurico a 3,5 % (m/m)).

Nos pré-tratamentos aquosos foram utilizadas as amostras de caroco e bagaco brutas,
sem qualquer trituracdo. Foram efetuados 5 ensaios por amostra de bagaco e de caroco de

azeitona por tratamento hidrotérmico.

3.3.1. Pré-tratamentos aquosos - Auto-hidrélise

As amostras de bagaco e de caroco de azeitona foram hidrolisadas em autoclave (ajc
Uniclave 88), em frascos Shott de 50 mL de capacidade com tampa hermética, com as

seguintes condi¢des operatorias (Fernandes et al, 2016):

Solvente: agua destilada
Temperatura: 130 °C
Tempo de reaccdo: 130 min

Razao sélido liquido: 1:3 (m/v)

15 mL de 4gua destilada e 5 g de cada amostra foram colocados nos frascos shot com

tampa hermética e introduzidos numa autoclave a 130 °C. Quando atingido o tempo de
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reaccdo pretendido (130 min), apés a descompressao da autoclave, os fracos foram
retirados e arrefecidos em gelo.

A separacdo sélido liquido foi realizada por filtracdo recorrendo a cadinhos de placa porosa
(G0), previamente secos e tarados. O residuo retido no cadinho filtrante foi lavado com agua
destilada. A mistura filtrada foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL que foi
completado com a agua de lavagem do material retido no filtro. Os hidrolisados foram
analisados por HPLC nas condi¢Oes referidas previamente.

Os cadinhos com o residuo solido foram secos até massa constante, inicialmente numa
estufa a 60 °C, durante 24 horas e de seguida numa estufa a 100 °C, durante 24 horas. Por
fim foram pesados e determinada a percentagem de sélidos insolGveis e a percentagem
sélidos soluveis presentes no hidrolisado resultante.

O material insoltuvel (residuo soélido) proveniente da etapa de hidrdlise foi quimicamente
analisado, com a determinacéo do teor de lenhina Klason e lenhina soltvel e composicao e

guantificacdo dos aglcares estruturais.

3.3.2. Pré-tratamentos aquosos - Hidrolise acida

As amostras de bagaco e de caroco de azeitona foram hidrolisadas em autoclave (ajc
Uniclave 88), em frascos Shott de 50 mL de capacidade com tampa hermética, com as

seguintes condi¢des operatorias (Fernandes et al, 2016):

Solvente: acido sulfarico (H,SO,) com a concentracéo de 3,5% (m/m)
Temperatura: 130 °C
Tempo: 130 minutos

Razao sélido liquido: 1:3 (m/v)

15 mL de solucao de acido sulfarico a 3,5 % e 5 g de cada amostra foram colocados nos
frascos shott e introduzidos na autoclave a 130 °C. Quando atingido o tempo de reaccédo
pretendido (130 min), apés a descompressdo da autoclave, os fracos foram retirados da

autoclave e arrefecidos em gelo.

A separacgdo sélido liquido foi realizada por filtracdo recorrendo a cadinhos de placa
porosa (GO0), previamente secos e tarados. O residuo retido no cadinho filtrante foi lavado
com agua destilada. A mistura filtrada foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL
que foi completado com a 4gua de lavagem do material retido no filtro. Os hidrolisados

foram analisados por HPLC nas condi¢cdes referidas previamente.
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Os cadinhos com o residuo solido foram secos até peso constante, inicialmente numa
estufa a 60 °C, durante 24 horas e de seguida numa estufa a 100 °C, durante 24 horas. Por
fim foram pesados e determinada a percentagem de sélidos insolGveis e a percentagem

sélidos soluveis presentes no hidrolisado resultante.

O material insolavel proveniente da etapa de hidrélise &cida foi quimicamente analisado,
com a determinacdo do teor de lenhina Klason e lenhina solivel e composicdo e

guantificacdo dos aglcares estruturais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo quimica do bagaco extractado e caro¢o de azeitona

Realizou-se o0 estudo da determinacdo da composicdo quimica do bagaco de
azeitona extractado e do caroco de azeitona pela analise quimica somativa na qual se
determinou a percentagem relativa de cada um dos principais grupos de componentes
guimicos. Ao realizar a andlise quimica, esteve presente que para quantificar um

determinado constituinte quimico exige a sua separacao dos restantes componentes.

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores médios (em % do material inicial) da

composi¢do quimica somativa das amostras de bagacgo e do carogo de azeitona.

Tabela 4: Composicao quimica média (%, material inicial) do bagago e carogo de

azeitona

BAE CA

Média Média

Cinzas (%) 13,36 0,57
Extrativos totais (%) 34,42 13,72
- Diclorometano (%) 7,98 7,81

- Etanol (%) 12,42 3,12

- Agua (%) 14,02 2,79
Lenhinas totais (%) 31,92 42,06
- Lenhina Klason (%) 27,69 39,81

- Lenhina solavel (%) 4,23 2,25

O teor de cinzas foi, em média, 13,4 % para o bagaco extractado e 0,57 % para o caroco de
azeitona. O teor médio de cinzas obtido para o bagaco extractado foi superior quando
comparado com os valores referenciados. Sansoucy (1985) refere que o bagacgo de azeitona
extratado possui teores de cinzas entre 7 a 10 %. Valores entre 3,4 % (Leite et al. 2016) e
4,4 % (Fernandes et al. 2016) foram obtidos em bagaco de azeitona. Este valor elevado de
teor de cinzas podera ser explicado pelo facto da amostra de bagagco ser um residuo
industrial, podendo a amostra ter sido contaminada com material inorganico. O teor médio
de cinzas obtido para o carogo de azeitona foi muito inferior (0,57 %) comparativamente com

o valor de 2,3 % referido por Ghelen et al (2016) para o carogo de azeitona

O teor, em extrativos totais, obtido para o bagaco extractado e caroco de azeitona foi de
34,4 % e 13,72 %, respectivamente. Considerando a distribuicdo dos extractivos totais por

solvente, verificou-se que o0s extractivos mais polares, removidos por etanol e &gua,
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constituem a maior parte dos extractivos correspondendo em meédia a 77% e 43 % dos
extractivos totais, respectivamente no bagaco extractado e carogco de azeitona. O teor de
extractivos ndo polares soluveis em diclorometano representaram, respectivamente, 23% e
57 % dos extrativos totais do bagaco extractado e carogo de azeitona (correspondendo a
7,98 % do bagaco e 7,81 % do caroco de azeitona).

O teor de lenhina do bagaco e do caro¢o de azeitona foram, respectivamente, 32 % e
42 %. Estes valores médios de teor de lenhina sdo semelhantes aos descritos para o
bagaco de azeitona extractado. Rodriguez et al (2007) referem para o bagaco de azeitona
teores de lenhina total de 29,3 %. Fernandes et al. (2016) obtiveram valores de lenhina
Klason de 33,9 % e Leite et al. (2016) 41.62 % lenhina.

A Tabela 5 apresenta os resultados da analise da composicdo em agucares dos

polissacéaridos e &cidos orgéanicos do bagago e caroco de azeitona.

Tabela 5: Composicdo média em agucares dos polissacaridos e acidos organicos (%

material inicial) do bagaco e caroco de azeitona

Bagaco Caroco
Galactose 0,21 0,39
Ramnose 0,15 0,28
Arabinose 0,62 0,80
Glucose 13,77 15,26
Manose 0,54 n.d.
Xilose 18,94 20,28
Acido galacturénico 0,26 0,73
Acido glucorénico n.d. 0,05
Acido acético 1,97 7,91
Total 36,46 45,70

n.d.- ndo detetado

A celulose do bagaco extractado de azeitona (estimada a partir do teor de glucanas, ou
seja toda a glucose da celulose mais a glucose das hemiceluloses) mostra valores
relativamente baixos, na ordem dos 14 % (comparativamente com os teores de celulose
observados na madeira de varias espécies cerca 50 % do material inicial). O teor de
hemiceluloses (a partir dos valores de xilose ramnose arabinose manose e acidos organicos

e grupos acetilo) foi de 22,5 %, sendo constituidas principalmente por xilose, com valores
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proximos dos 19 %, o que significa que as hemiceluloses sdo dominantemente xilanas. O

teor de grupos acetilo foi de 1,97 %.

Os valores obtidos para o teor de celulose e hemiceluloses foram similares aos
observados por Fernandes et al. (2016) para o bagaco de azeitona: 22,8 % glucanas,
hemiceluloses 23,3%, sendo as xilanas (teor de xilose) de 15.6% e grupos acetilo 6.6 %.
Leite et al. (2016) para bagaco de azeitona extractado referem valores de celulose de 11 %
e hemiceluloses 24.1 %.

O teor de celulose obtido no caroco de azeitona foi de 15,3 %, valor inferior ao observado
no bagaco de azeitona. O teor de hemiceluloses foi de 30,4 % do material inicial, sendo a
xilose o principal agucar, cerca de 20,3 % do material inicial. (67 % dos monossacaridos
presentes nas hemiceluloses). O teor de grupos acetilo, 7,9 % foi superior quando
comparado com o teor observado no bagaco de azeitona.

Em sintese:

e O bagaco de azeitona apresentou teores de extractivos totais e cinzas mais
elevados relativamente ao caro¢o de azeitona.

e Considerando a distribuicdo dos extractivos totais por solvente, verificou-se que
0s extractivos mais polares (etanol e agua) constituem a maior parte dos
extractivos totais no bagaco e carogo de azeitona.

e O caroco de azeitona apresentou teores de lenhina total superiores relativamente
ao bagaco de azeitona.

e O bagaco de azeitona e o caro¢co de azeitona apresentaram baixos teores
celulose

e As hemiceluloses do bagaco de azeitona e do carogco apresentaram teores

elevados de xilose.
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4.2. Caracterizacdo da composicado dos extrativos polares

A Tabela 6 apresenta a composicdo e propriedades antioxidantes dos extractos polares

do bagaco e caroco de azeitona.

Tabela 6: Composicao dos extractivos polares e propriedades antioxidante do bagaco e
caroco de azeitona (teor de fendis totais, flavondides, taninos e atividade antioxidante TEAC

e FRAP)
BAE CA
Etanol H,O Etanol H,O
Média Média Média Média
Fendis Totais
(mg GAEJg extrato) 120,28 136,70 145,87 160,48
Flavonoides 102,13 44,17 92,97 46,40
(mg catequina/g extrato)
Taninos Condensados 1237 2772 28.79 1901
(mg catequina/g extrato) ' ' ' '
Atividade Antioxidante- TEAC 84.86 5853 149,54 58.95
(mg Trolox/g extrato)
ICs0 47,82 69,75 30,01 83,50
(ng extrato/mL)
Atividade Antioxidante- FRAP 0.65 0.45 187 075
(mM Fe®* /g extrato) ’ ' ' '

O teor médio de compostos fendlicos totais no extracto em etanol e em agua do
bagaco de azeitona, expresso em equivalentes de acido galico, foi respectivamente, de
120,3 e 136,6 mg equivalentes de acido galico /g de extracto (total 256,9 mg de equivalentes
de acido gélico /g de extracto). Os extractos em etanol e em agua do caroco de azeitona
apresentaram um teor médio de compostos fendlicos totais mais elevado, respectivamente,
145,9 e 160,1 mg equivalentes de acido galico /g de extracto (total 306,0 mg equivalentes de

acido galico /g de extracto).

O teor de flavonoides totais presente no extracto polar do bagaco de azeitona foi de
146,3 equivalentes de catequina / g de extrato (102,1 mg equivalentes de catequina /g de
extracto em etanol, e 44,2 mg equivalentes de catequina /g de extracto em agua). O teor de
flavondides totais no extracto polar do carogo de azeitona foi de 139,4 equivalentes de
catequina (93,0 mg equivalentes de catequina /g de extracto em etanol, e 46,4 mg

equivalentes de catequina /g de extracto em agua).
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Em ambos os extratos de bagaco e caroco de azeitona foram detetados a presenca
taninos condensados. O extrato do caroco em etanol obteve a maior concentragéo (28,79
mg catequina/g extrato).

A atividade antioxidante dos extractos foi avaliada com base na captura do radical
livre de DPPH (método DPPH, actividade antioxidante expressa em termos da quantidade
de extrato requerida para reduzir de 50% a concentracdo de DPPH (ICs;)) e na capacidade
de reducdo do ferro (método FRAP). Todos os extractos polares obtidos por extracgdo com
etanol e com agua do bagaco e caroco apresentaram muito fraca actividade antioxidante:

O bagaco e carogco em ambos os extratos possuem atividades antioxidantes baixas,
tal como se pode observar pelos resultados obtidos no ICso. Quando comparados com o
padrdo Trolox, cujo ICs, foi de 4,02 ug Trolox/mL, obtiveram valores bastante superiores,

indicativos de reduzidas atividades antioxidantes.
Em sintese:

e Os extractos polares do bagago e caroco de azeitona apresentaram teores
elevados de fendis totais, respectivamente 256,9 e 306,0 mg equivalentes de
acido galico /g de extracto.

e Os extractos polares do bagaco e carogo de azeitona apresentaram actividade

antioxidante muito baixa.

4.3. Pré-tratamentos aquosos

O bagaco e o caroco de azeitona foram submetidos a tratamentos hidrotérmicos de
autohidrdlise e hidrotérmico catalisado com acido sulfarico (3,5 %), ambos 0s processos a
temperatura de 130 °C e durante 130 minutos. A etapa de pré-tratamento tem como
principal objectivo facilitar 0 acesso das enzimas celuldsicas a celulose presente na fraccéo
sélida, aumentando, desta forma, o rendimento na etapa posterior de hidrélise enzimatica da
celulose em glucose. ApOs a realizagdo dos pré-tratamentos os residuos solidos obtidos
foram analisados quimicamente a fim de quantificar os acucares solUveis obtidos. Na Tabela
7 sdo apresentados os rendimentos médios da frac¢do solida insolavel obtida com os pré-
tratamentos de auto-hidrdlise e hidrotérmico catalisado com &cido (&cido sulfurico 3,5%). Na
Tabela 8 sdo apresentados os valores da composi¢do quimica dos materiais pré-tratados
obtidos.
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Tabela 7: Rendimentos em sélidos obtidos com pré-tratamentos aquosos (hidrolise acida

e auto-hidrélise) do bagaco e caroco de azeitona

Amostra Meio Reacional Rendlmgzt)o nedia Desvio Padrao
H,O 74.51 0,975
Bagaco H,SO,
(3.5 % (Wiw)) 50,48 1,551
H,O 86,66 1,530
Caroco H,SO,
(3.5 % (Wiw)) 55,72 0,940

Tabela 8: Composicado quimica dos residuos sélidos resultantes apds os pré-tratamentos

(% em relagéo aos residuos solidos)

BAE CA
BAE CA (H,SO. | (H,SO,
(FH:0) H0) | (350) | (3.5%))
Lenhina total 54,85 55,91 66,08 77,18
Lenhina Klason 53,84 54,28 65,17 76,70
Lenhina Solavel 1,01 1,63 0,91 0,48
BAE CA
Polissacaridos B(ﬁEO) (SAO) (HzSO, (HzSO,
2 2 (3.5%)) (3.5%))
Galactose 0,45 0,44 0,11 0,23
Rhamnose 0,23 0,28 0,12 0,47
Arabinose 0,69 0,25 0,62 4,88
Glucose 9,22 7,59 0,39 0,35
Xilose 11,88 16,04 0,19 0,43
Manose 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido galacturénico 0,21 0,37 2,96 0,38
Acido glucoroénico 0,00 0,01 0,03 0,16
Acido acético 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 22,69 24,99 4,41 6,90

O rendimento em solidos residuais ap0s a etapa de pré-tratamento foi: respectivamente,
no bagaco e carogo de azeitona, 74,5 % e 86,7 %, apds o pré-tratamento de autohidrdlise e
50,5 % e 55,7 %, apés o pré-tratamento hidrotérmico catalisado com &cido. O pré-
tratamento hidrotérmico catalisado com acido foi mais severo apresentando uma perda de

massa 1,5 vezes superior ao verificado com o tratamento de autohidrélise. Valores de
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percentagem de recuperacdo de sélidos com o tratamento de autohidrélise obtidos foram
semelhantes aos valores obtidos por Fernandes et al (2016), com bagaco de azeitona
(rendimento de sélidos de 63,6 %) com tratamento hidrotérmico &cido até a temperatura final
de 130 “C (em condi¢des nao isotérmicas).

Os resultados da composi¢cdo quimica do bagaco e carogco de azeitona apds os pré-
tratamentos, como esperado, indicam a remo¢do de grande parte dos polissacaridos
(hemiceluloses e celulose). As hemiceluloses e a celulose presentes na fase soélida
decresceram comparativamente ao material inicial indicando uma solubilizagdo das
mesmas, sendo mais acentuada para o pré-tratamento catalisado com &acido), no entanto,
verificou-se que estes tipo de tratamento hidrotérmicos néo tiveram um efeito significativo na
lenhina Klason (fraco ataque da lenhina) com um acréscimo da sua percentagem. O teor de
lenhina nos residuos de bagaco de azeitona foi de 54,85 % e 66,08 % e nos residuos de
caroco 55,9 % e 77,18 %, respectivamente, apoOs pré-tratamento auto-hidrolise e

hidrotérmico catalisado com acido.

As percentagens de acucares solubilizados na fragéo liquida foram calculadas através de
um balanco de massas a partir das concentragbes dos monossacaridos presentes no
material inicial e dos monossacaridos presentes nas fracgdes solidas apos os pré-

tratamentos, os resultados obtidos encontram-se representados na Tabela 9.

Tabela 9: Percentagem dos acUcares hidrolisados na fase liquida em relacdo aos
acucares do material inicial

Bagaco Caroco
% B(ig ‘2)9)0 C(i'roc%o (H,SO, (H,SO,
§ 2 (3,5%)) (3,5%))
Acucares totais 37,79 45,34 90,33 94,51
Galactose 0 2,23 73,56 67,14
Rhamnose 0 13,34 59,62 6,47
Arabinose 17,08 72,92 49,52 66,01
Glucose 50,11 56,90 98,57 98,72
Xilose 53,26 31,46 99,49 92,21
Manose 100,00 0,00 100,00 0
Acido galacturénico 39,82 56,08 0 6,61
Acido glucorénico 0 82,67 0 0
Acido acético ~100,00 ~100,00 ~100,00 ~100,00

Através do pré-tratamento de autohidrolise cerca de 38 % e 45 % dos acUcares

constituintes da celulose e hemiceluloses foram solubilizados. No caso do bagaco de
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azeitona 50 % das glucanas e 53,3 % das xilanas iniciais foram solubilizadas na fraccéo
liquida, e no carogo 56,9 % das glucanas e cerca de 31,5 % das xilanas foram solubilizadas.

Em geral, os tratamentos hidrotérmicos, caracterizam-se ou poderdo ser otimizados para
uma hidrélise seletiva das hemiceluloses com as glucanas praticamente ndo serem
afetadas. Para as condi¢cBes operacionais utilizadas no pré-tratamento de autohidrélise
cerca de 50 % das glucanas foram solubilizadas, um trabalho de optimizacdo das condi¢des
operatorias (temperatura e tempo, razao solido liquido) ainda deverd ser feito.

No pré-tratamento catalisado com acido sulfdrico utilizado no caro¢co e bagaco de

azeitona mais de 90 % das glucanas e das xilanas foram solubilizadas.

No entanto os hidrolisados obtidos a partir dos pré-tratamentos de autohidrélise e
hidrotérmico &cido, do carogo e do bagaco de azeitona, apresentam teores elevados de
pentoses (xiloses) e hexoses (glucose) que podem ser valorizados em produtos de valor
acrescentado, como por exemplo, obten¢&o de bioetanol através da fermentacdo da glucose

para ou a producéo de xilitol com a utilizagdo de microorganismos.
Em sintese

¢ O rendimento em solidos residuais foi: respectivamente, no bagaco e carogco de
azeitona, 74,5 e 86,7%, ap0s o pré-tratamento de autohidrdlise e 50,5 % e 55,7
%, apds o pré-tratamento hidrotérmico catalisado com acido.

e Através do pré-tratamento de autohidrélise cerca de 38 % e 45 % dos agucares
constituintes da celulose e hemiceluloses foram solubilizados

e Através do pré-tratamento catalisado com &cido sulfirico mais de 90 % das
glucanas e das xilanas do carogo e bagaco foram solubilizadas.

¢ Os tratamento hidrotérmicos nao tiveram um efeito significativo na lenhina Klason

e Os hidrélizados obtidos podem ser valorizados em produtos de valor acrescenta

como seja a producdo de bioetanol e xilitol.
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5. CONCLUSOES

O estudo efetuado mostrou que o bagaco e caro¢o de azeitona séo ricos em lenhinas (32
e 42 %), e o bagaco possui um teor em extrativos elevado (34 %), especialmente na
componente solivel em etanol e 4gua. Relativamente a composicdo média em acuUcares, 0

carogo apresentou a xilose como agucar maioritario, e o bagaco, a glucose.

Relativamente aos compostos bioativos, apesar do teor moderado em fendis totais e
flavondides, as amostras de bagaco e caroco de azeitona apresentaram atividades
antioxidantes baixas, que se refletem na atividade antioxidante TEAC e ICsy elevados, tal
como pela atividade antioxidante (método FRAP), ndo sendo bons agentes sequestrantes

de radicais livres.

O bagaco extratado de azeitona obteve melhores rendimentos em ambos os pré-
tratamentos (auto-hidrélise e hidrélise em meio acido), e os pré-tratamentos aquosos em
meio acido foram os que obtiveram melhores rendimentos em extracto (50 % e 45 %, para o

bagaco e caroco, respetivamente).

Em termos de perspetivas futuras, seria interessante testar condigdes de pré-tratamentos
em meio alcalino, que hidrolisa a fracdo das lenhinas, uma grande barreira de resisténcia, tal
como analisar varios binbmios tempo/temperatura para os processos de auto-hidrélise e
hidrélise acida, com o objetivo de otimizar os pré-tratamentos, tentando maximizar a

hidrélise das hemiceluloses, minimizando a da celulose.
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