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RESUMO

Com o objetivo de viabilizar o uso, na alimentacdo humana, do bagaco
de azeitonas resultante da extracdo do azeite de oliva por centrifugacdo em
sistema de duas fases foram conduzidos dois experimentos. Com o primeiro
experimento objetivou-se testar diferentes tratamentos (dgua em temperatura
ambiente, dgua aquecida, solucdo salina a 1%, solucdo salina a 2% e secagem
umida a 55 °C) e obter a farinha do bagaco para cada tratamento, incluindo da
sua forma bruta. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), com seis tratamentos e trés repeticoes e as andlises quimicas
compreenderam a composi¢do centesimal com fibra alimentar, minerais, perfil
de 4cidos graxos, dcidos organicos, fendlicos totais e atividade antioxidante total
in vitro pelos métodos, B-caroteno/acido linoleico, DPPH e ABTS. Os resultados
indicaram que os tratamentos aplicados ndo alteraram de forma significativa a
composicao centesimal das farinhas, e todas apresentaram elevado contetido de
fibra alimentar. Teores elevados de minerais, sobretudo o potdssio, foram
encontrados nas farinhas, mas o uso de solu¢des aquosas promoveu uma redugio
nesses compostos. Destaque é dado a baixa toxicidade em relacdo a
concentra¢do do mineral chumbo. Em todas as farinhas, o 4cido graxo oleico
apresentou-se em teores elevados; ja o dcido organico oxélico foi encontrado em
maior concentra¢do nas farinhas obtidas com o residuo tratado. Os tratamentos
propiciaram uma queda significativa nos teores dos fendlicos totais e da
capacidade antioxidante. No segundo experimento, objetivou-se avaliar o efeito
da farinha obtida do bagaco de azeitonas tratado obtido da extracdo do azeite de
oliva introduzida na dieta de ratos Wistar, sobretudo no controle lipidémico
desses animais. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC), com seis tratamentos e sete repeticdes. A composi¢cado
centesimal das farinhas obtidas do residuo bruto e tratado foi efetuada para
ajustes dos macronutrientes no padrdo da AIN — 93M. No decorrer do
experimento, foram analisados o consumo alimentar e o desenvolvimento
ponderal dos ratos. Ao final, as fezes foram coletadas para andlises do teor de
lipideos e fendlicos totais, para a obtencdo do coeficiente da digestibilidade
aparente desses compostos. Apds o sacrificio dos animais, realizaram-se a coleta
do plasma sanguineo e a seccdo do figado, para andlise do lipidograma,
transaminases, peso do figado e histologia hepatica, respectivamente. Os
resultados indicaram que os ratos alimentados com a farinha do bagaco de
azeitonas ndo tiveram alteracdes significativas no consumo alimentar e
atingiram um desenvolvimento ponderal normal conforme a dieta padrdo. As
farinhas utilizadas nas dietas apresentaram boa digestibilidade lipidica e
fendlica, porém, o aumento do consumo de fendlicos promoveu maior perda
fecal desses compostos, o que pode ter refletido em fezes com coloragdo mais



escuras. Os ratos submetidos as dietas indutoras da elevagdo do colesterol
apresentaram um aumento da glicemia capilar caudal, porém, ndo diferindo
estatisticamente do controle, elevado teor de CT, LDL-c e redugcdo da HDL-c,
TAG e VLDL. Pelas analises das transaminases, somente foi evidenciado nivel
elevado quanto a ALT para o grupo que recebeu a dieta indutora da elevacdo do
colesterol com introducdo de 5% da farinha do bagaco de azeitonas. Evidenciou-
se que os fendlicos contidos no bagaco de azeitonas, apesar de terem
apresentado bom aproveitamento pelo organismo, ndo foram eficazes na
prevencao da elevacdo do colesterol sérico e das alteracdes hepdticas vinculadas
a esse processo.

Palavras-chave: Bagaco de azeitonas. Atividade antioxidante. Andlises quimicas.
Ensaio em ratos Wistar.



ABSTRACT

Aiming to viability the use in human food of the olive pomace resulting
from the extraction of olive oil by centrifugation in a two phase system were
conducted two experiments. In the first experiment had as objective to test
different treatments (water in ambient temperature, heated water, saline at 1%,
saline at 2% and wet drying at 55 °C) and to obtain bagasse flour for each
treatment, including its raw form. The experimental design was completely
randomized design (CRD) with six treatments and three replications. The
chemical analyzes were understand the chemical composition with dietary fiber,
minerals, fatty acids profile, organic acids, phenolics, and total antioxidant
activity in vitro by the methods, B-carotene/linoleic acid, DPPH and ABTS, the
results indicated that the treatments used did not significantly altered the
chemical composition of flour and all had a high dietary fiber content. High
mineral content, especially potassium, were found in the flour, but the use of
aqueous solutions promoted a reduction in these compounds. Emphasis is given
to the low toxicity in relation to concentration of the lead mineral. In all flours,
the oleic fatty acid presented at high levels, since the oxalic organic acid found
in higher concentration in flours obtained with the treated waste. The treatments
provided a significant drop in the levels of total phenolics and antioxidant
capacity. In the second experiment aimed to evaluate the effect of flour obtained
from treated olives bagasse obtained from olive oil extraction introduced into the
diet of rats Wistar, especially in lipid control of these animals. The experimental
design was a completely randomized design (CRD) with six treatments and
seven replications. Chemical composition of flours obtained from raw residue
and treated was made for adjustments of the macronutrients in standard AIN -
93M. During the experiment were analyzed dietary intake and weight
development of rats. At the end, the feces were collected for analyzes of lipid
content and total phenolics to obtain the coefficient of apparent digestibility of
these compounds. After sacrificing the animals, it was held collection of blood
plasma and liver section for analysis of serum lipids, transaminases liver weight
and liver histology, respectively. The results indicated that rats fed with flour of
olive pomace had no significant changes in food intake and had normal weight
gain as the standard diet. The flours used in the diets showed good lipid and
phenolic digestibility, but the increase of phenolic consumption promoted
greater fecal loss of these compounds which may be reflected in feces with
darker coloring. Rats subjected to inducing diets of increase cholesterol showed
an increase of capillary caudal glycemic, but not having differed statistically
from control, high levels of TC, LDL-c and decreases HDL-c, TG and VLDL.
By the transaminases analysis only was evidenced the high level as the ALT or
the group that received inducing diets of increase cholesterol with introduction



of 5% of flour from olive pomace. It was evident that phenolic contained in the
olive pomace, although they submitted good use by the organism, were not
effective in preventing the elevation of serum cholesterol and hepatic alterations
linked to this process.

Keywords: Olive pomace. Antioxidant activity. Chemical analysis. Test in rats
Wistar.
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CAPITULO 1

Bagaco de azeitonas obtido da extracio do azeite de oliva: caracteristicas

quimicas, importancia e formas de utilizacao

1 INTRODUCAO GERAL

E crescente a preocupacgio das autoridades sanitdrias quanto ao destino
dos residuos agroindustriais, muitas vezes descartados de forma incorreta e que
podem, ainda, por possuirem nutrientes e compostos bioativos, ser reutilizados
pela industria de alimentos. Com o uso de residuos, buscam-se novas e melhores
alternativas alimentares que visam atender a uma das exigéncias mais marcantes
dos consumidores, que é seu aspecto quanto aos beneficios a satude, além de
propiciar a reducdo no impacto ambiental. Assim, conjugando as questdes
ambientais ao interesse da saide humana, justificam-se os estudos com o residuo
obtido da extracdo do azeite de oliva, que tem sido um dos produtos que, na
atualidade, vém aumentando sua frequéncia de consumo, sobretudo no Brasil,
devido a comprovacdo de seus beneficios a saide humana.

O bagaco das azeitonas é um subproduto do processo da produgdo do
azeite de oliva que é gerado de diferentes formas e composicdes, de acordo com
o equipamento de extracdo usado, a variedade da oliva e a maturidade do fruto.
Na centrifuga, usando o processo continuo de trés fases, os residuos produzidos
compreendem o residuo liquido da 4gua de vegetacdo olive mill waste-water
(OMW) e o bagaco, que € o residuo sdlido. O bagacgo, ao sofrer nova extracao,
produz o 6leo do bagago, enquanto o residuo aquoso é usualmente descartado na
terra, nos rios, nos lagos ou nos mares, causando varios problemas ambientais
(GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010b). Ao se utilizar um sistema de

duas fases para a produgdo do azeite, elimina-se o problema, originando um
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novo residuo chamado “alpeorujo” ou two-phase olive pomace (TPOP), que é
uma massa espessa constituida da polpa e carocos da azeitona, bem como a dgua
de vegetacdo. Assim, tem um teor de umidade na faixa de 55% a 70% e contém
também azeite residual (2% a 4%) e 2% de cinzas, com 30% de potdssio
(BORJA; RINCON, 2006).

O TPOP também contém quantidades aprecidveis de 4cidos oleandlico e
maslinico (BORJA; RINCON, 2006) e, segundo alguns estudos, esse subproduto
da extragdo do azeite de oliva também contém quantidade aprecidvel de pectina,
com boa capacidade de geleificacdo, além das suas propriedades funcionais no
combate a uma série de doengas, o que tem conduzido a extracdo desse material
para o desenvolvimento de uma ampla gama de produtos alimenticios
enriquecidos com fibras (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010a).

Virios s@o os estudos que demonstram o papel do azeite de oliva no
combate as doengas cardiovasculares, por ter um perfil de 4cidos graxos de
qualidade, como os dcidos graxos monoinsaturados (mono unsaturated fatty
acid, MUFAS) e também a presenca de vdrios compostos fendlicos que sdo
reconhecidos como potentes antioxidantes e envolvidos na prote¢do contra
vérias doencgas. Contudo, como consequéncia do processo de extracdo do azeite,
a fracdo hidrossolivel, rica em compostos fendlicos, encontra-se
predominantemente no bagaco (98%) sendo, portanto, descartada (DEJONG;
LANARI, 2009). Devido a isso, a extracdo e o desenvolvimento de um extrato
bruto de polifendis, tém sido investigados pelos pesquisadores, como medida de
adicionar valor a um subproduto e reduzir o impacto ambiental do residuo.

Contudo, mesmo frente as vdrias caracteristicas quimicas encontradas
nos residuos obtidos da extragdo do azeite de oliva, poucos sdo os estudos nos
quais se relaciona o uso do bagago de azeitonas obtido da extracdo do azeite de
oliva em produtos alimenticios e seus efeitos funcionais. Assim, visto a

necessidade de novos estudos nesta drea, o presente trabalho foi realizado com o
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propdsito de viabilizar a utilizacdo do residuo da extracdo do azeite de oliva,

produzido na cidade de Maria da Fé, MG, para fins alimenticios, de maneira a

contribuir para um manejo adequado e o consumo sustentdvel do mesmo,

conjugando suas propriedades e importantes constituintes aos beneficios a satide

humana.

1.1 Objetivo geral

Tratar e caracterizar, quimica e biologicamente, o residuo obtido da

extracdo do azeite de oliva obtido da fazenda experimental da Empresa de

Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), Maria da Fé, MG.

1.2 Objetivos especificos

a)

b)

c)
d)

e)

coletar o residuo da extracdo do azeite de oliva da fazenda
experimental da EPAMIG em Maria da Fé, MG;

testar tratamentos com o residuo para a eliminacio de parte dos seus
compostos responsdveis pelo amargor caracteristico da oliva;
obtencdo de farinha do residuo bruto e tratado;

realizar a caracterizacdo quimica das farinhas do residuo bruto e
tratado por meio das andlises: composi¢do centesimal, teor de
minerais, fibra alimentar (soldvel, insolivel), perfil de &4cidos
graxos, dcidos organicos e de compostos fendlicos e andlise da
atividade antioxidante in vitro;

verificar a acdo das farinhas do residuo bruto e tratado, em ensaio in
vivo, por meio da andlise do consumo alimentar, do ganho de peso,
da digestibilidade lipidica e dos fendlicos totais, € a agdo sobre o

perfil lipidico plasmatico, glicemia e andlise histolégica do figado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A oliveira e o azeite de oliva

A oliveira (Olea europaea Linné), Familia Oleaceae, € uma das plantas
mais antigas cultivadas pelo homem e foi introduzida na bacia do Mediterrdneo
por fenicios e sirios, nos primérdios da civilizagdo sendo seu uso, tanto na
alimentacdo quanto medicinal, difundido por gregos e romanos (MANDARINO;
ROESSING; BENASSI, 2005).

Com a descoberta da América (1492), o cultivo das oliveiras se
expandiu para além do Mediterraneo. A primeira oliveira foi levada de Sevilha
para o oeste da India e, mais tarde, para o continente americano.
Aproximadamente 1.560 pomares estavam sendo cultivados no México, depois,
mais tarde, no Peru, no estado norte-americano da Califérnia, no Chile e na
Argentina. Em tempos atuais, o plantio das oliveiras continua sua expansao para
além do Mediterraneo, em locais bastante afastados de sua origem, como o sul
da Africa, a Austrélia, o Japdo e a China (INTERNATIONAL OLIVE OIL -
10C, 2011).

O fruto da oliveira, a azeitona, € utilizado para comercializacdo na forma
de conserva para consumo em mesa e, também, de seu processamento se extrai o
azeite, denominado azeite de oliva.

A azeitona apresenta como constituintes, em média, 50% de dgua, 1,6%
de proteinas, 22% de 6leo, 19,1% de carboidrato, 5,8% de celulose e 1,5% de
minerais (MANDARINO; ROESSING; BENASSI, 2005). Tem sabor forte e
amargo, devido a presenca de oleuropeina, impedindo seu consumo direto e
sendo necessédrio o uso de alguns processos para sua utilizacdo na alimentagao.
Tais processos podem diferir de acordo com a regido e também a variedade do

fruto. As técnicas mais usadas para a retirada da oleuropeina sdo o tratamento
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com hidréxido de sédio ou potdssio, a salmoura ou sucessivas lavagens com
dgua. Contudo, existem algumas azeitonas, como no caso da variedade Trubolea,
na Grécia, que, com o processo de amadurecimento, se tornam mais doces e, em
muitos casos, isto se deve ao processo de fermentacao (I00, 2011).
Denomina-se azeite de oliva o material lipidico extraido do fruto maduro
colhido da oliveira.
As etapas de elaboragdo do azeite de oliva, conforme Uceda et al.
(2006), compreendem:
a) operagdes prévias: recepcdo do fruto, caracterizagdo do fruto,
adequacio da azeitona, limpeza, lavagem e armazenamento do fruto;
b) preparacdo da pasta: moagem e batimento;
¢) separacgdo das fases sélidas e liquidas: prensa, centrifugacdo (sistema
de duas fases e sistema de trés fases);
d) separacdo de fases liquidas: decantag@o natural e centrifugacgio;

e) armazenamento e maturacdo do azeite.

Esse é o modo de producdo de um azeite natural sem nenhum processo
quimico. Trata-se de uma tarefa dificil, demorada e pouco rentdvel, pois, para
cada 5 kg de azeitonas, produz-se, em média, apenas 1 litro de azeite. Porém,
este azeite conserva melhor seus componentes, entre os quais estdo os polifenéis
agliconados, responsdveis pelo odor do azeite. No entanto, no processamento
com o uso de solventes (azeites refinados), boa parte destes compostos fendlicos
¢ perdida. Isso ocorre também quando o azeite € alcalinizado, para reduzir a
acidez. A acidez elevada acarreta caracteristicas organolépticas pobres e ndo €
proprio para consumo humano, a menos que seja refinado. O azeite de oliva
préprio para o consumo humano deve ter uma acidez, de acordo com a
classificacdo do azeite de oliva, que pode ser, no maximo, de 3,3%. Assim,

existe o padrdo de identidade e qualidade para o azeite de oliva que estd descrito
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no Codex Alimentarus e nas normas da Unido Europeia que se baseiam,
principalmente, na composicdo em dcidos graxos e em esterdis, e alguns
parametros fisico-quimicos de qualidade (CARDOSO, 2006).

O consumo de azeite de oliva tem sido, cada vez mais, vinculado a
beneficios a saide humana, devido ao seu perfil de dcidos graxos, constituido,
principalmente, de dcido oleico e também pela presenca de compostos fendlicos,
principalmente o fenol hidroxitirosol (HT) simples e o complexo de oleuropeina
(OE), composto resultantes da esterificacdo do HT com o elendlico. Segundo
alguns estudos, esse beneficio se relaciona com a reducdo da oxidagdo da
lipoproteina plasmatica carreadora de colesterol, lipoproteina de baixa densidade
e LDL-c (BOSKOU, 2000; CARDOSO, 2006; COVAS; KONSTANTINIDOU;
FITO, 2009).

O teor dos compostos fendlicos no azeite dependera de alguns fatores,
como o cultivo da oliveira, o clima, o grau de maturacio, a infestacdo possivel

pela mosca Dacus olea da oliva e pelo processamento (BOSKOU, 2000).

2.2 Os residuos de agroindiistrias alimenticias

2.2.1 Consideracoes sobre residuos agroindustriais

A populacdo mundial produz uma grande quantidade de lixos e residuos.
Diferentemente de “lixo”, o residuo tem valor econdmico agregado.

E interessante observar que, entre os temas de grande preocupagio
mundial, encontram-se, de um lado, a falta de alimentos e a inadequada
utilizacdo deste, gerando, em vérios paises, o problema da “fome” e, do outro, a
quantidade e a ac@o prejudicial dos residuos industriais, ressaltando os

agroindustriais, ao meio ambiente. Assim, os paises desenvolvidos e em
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desenvolvimento tém trabalhado constantemente no estudo e nas solugdes para
estas tematicas. Talvez, a solucdo de um dependa do outro (LOPES et al., 2008).
A geracdo de residuos e subprodutos € inerente a qualquer setor
produtivo, entretanto, esses residuos e/ou subprodutos ndo podem, muitas vezes,
ser considerados como lixo, pois tém valor econdmico agregado, por
possibilitarem reaproveitamento, no minimo, no préprio processo produtivo. E é
na busca de novas viabilizacdes de uso dos residuos que as inddstrias
conseguirdo diminuir os impactos dos mesmos na natureza (LOPES et al., 2008).
Os residuos solidos agroindistrias (bagagos, tortas, restos de frutas e
hortalicas, etc.) sdo constituidos por aqueles provenientes de usinas
sucroalcooleiras, matadouros e industrias do processamento de carnes (visceras e
carcaca de animais), frutas e hortalicas (bagaco, tortas, refugo e restos), industria
da celulose e papel (residuos da madeira, lodo do processo de producdo e do
tratamento de dguas residuais), curtumes (aparas de couro e lodo do processo e
tratamento de &4guas residuais), sendo sua producdo, geralmente, sazonal,
condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da matéria-prima.
Geralmente, os residuos sdo de dois tipos, o das dguas residuais e o
residuo sélido. As dguas residuais podem ser o resultado de lavagem do produto,
escaldamento, cozimento, pasteurizacdo, resfriamento e lavagem do
equipamento de processamento e das instalacdes. Aguas residuais do
processamento de produtos animais, tal como as geradas em laticinios,
matadouros e curtumes, sdo muito poluidoras, podendo conter gordura, sélidos
organicos e inorganicos, além de substancias quimicas que podem ser
adicionadas durante as operacdes de processamento, enquanto dguas residuais
geradas no processamento de produtos de origem vegetal podem conter, além de
elevado conteido de material organico, outros poluentes, tais como solo, restos

de vegetais e pesticidas (MATOS, 2005).
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O maior impacto provocado por residuos sélidos organicos é decorrente
da fermentagdo do material, quando pode ocorrer a formacdo de dacidos
organicos (“chorume” — liquido de elevada demanda bioquimica de oxigénio,
DBO, formado com a degradacdo do material orginico e a lixiviacdo de
substancias toxicas), com geracdo de maus odores e diminuicdo do oxigénio
dissolvido em dguas superficiais (MATOS, 2005).

Apesar da potencialidade de produzir alimentos, as inddstrias
apresentam uma realidade preocupante no oferecimento de alimentagdo de baixo
custo que supra as necessidades didrias de nutrientes para a populagdo de baixa
renda. Assim, o aproveitamento de residuos agroindustriais, como fontes
alternativas de alimentos acessiveis a populacdo carente, tem sido tépico de
pesquisas cientificas e tecnoldgicas, extensivas nas ultimas décadas, a fim de se
obter o conhecimento de seus principais constituintes para que sejam
adequadamente aproveitados e agregando-lhes valores.

Contudo, apesar de muitos residuos conterem teores satisfatérios de
nutrientes, fazem-se necessdrias a avaliacdo da biodisponibilidade e a realizacio
de estudos que revelem a inexisténcia de compostos téxicos, incluindo os
alergénicos, antes de sua incorporagdo na dieta tradicional. Tais estudos podem
ser efetuados por meio de ensaios bioldgicos com animais, por meio de
evidéncias fisicas ao longo do tratamento e andlises bioquimicas que realmente
comprovem que o subproduto oriundo do residuo constitui uma alternativa
alimentar isenta de riscos a saide humana. Além disso, e ndo menos importante,
€ necessdrio averiguar a aceitabilidade dos consumidores por meio de testes

sensoriais adequados.
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2.2.2 Os residuos obtidos da extracio do azeite de oliva e formas de

utilizacao

Na producdo do azeite de oliva, diferentes residuos sdo gerados,
dependendo do método de extracdo que, de maneira geral, ocorre em trés etapas:
a moagem para a destrui¢do da estrutura do tecido da planta; a batedura, fase
continua para retirada do 6leo disperso na pasta moida e a separagdo sélido-
liquido, que consiste na separacio do éleo contido na pasta. Industrialmente, esta
ultima etapa se processa de diferentes modos.

Até a década de 1990, o sistema de centrifugacdo ocorria em trés fases,
com a producgdo, além do azeite de oliva puro, de dois residuos, o “alpechin”,
residuo aquoso e o “operujo”, residuo sélido (bagaco da oliva). O primeiro é
extremamente perigoso para o meio ambiente, devido a sua alta demanda
bioquimica de oxigénio e o segundo com teor considerdvel de dleo, cerca de 3%
(ARJONA; GARCOA, 1999). A elevada carga organica poluente e fitotxica, a
qual resiste a degradagdo bioldgica, provoca efeitos prejudiciais sobre a fauna e
flora das dreas expostas. De maneira a melhorar a técnica de centrifugacdo, o
sistema de duas fases tem sido adotado com a producdo de dois residuos, o
azeite de oliva e o “alperujo”, que € uma mistura do residuo sélido (bagaco ou
bolo de oliva) e a dgua de vegetacdo (Figura 1). Essa tecnologia reduz
consideravelmente o volume de efluentes da agroindistria e os problemas de sua
eliminacdo, mas dd origem a uma lama espessa de bagaco de oliva dmido.
Comumente, este residuo tem sido utilizado como fertilizante, combustivel ou na
alimentacdo animal, apés algum tratamento (ALUDATT et al., 2010). Assim, o
“alperujo” constitui uma lama espessa com teor de umidade de
aproximadamente 65% e com ainda uma grande porcentagem de dleo, o que faz

algumas inddstrias realizarem uma segunda centrifugacdo para a obtencdo do
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azeite de oliva do bagaco (GALLARDO-GUERRERO; ROCA; MOSQUERA,
2002).

Figura 1 Bagaco de azeitonas obtido da extracdo do azeite de oliva pelo sistema
de centrifugacdo de duas fases de Maria da F¢, MG

Segundo Aludatt et al. (2010), a inddstria de azeite de oliva produz 35
kg do bolo de oliva (residuo sélido) e 440 litros da dgua de vegetacdo (residuo
liquido) por 100 kg de oliva tratada, no sistema de trés fases.

Segundo Centre D’Initiative Pour la Production Propre - CIPP (2000),
em média, 100 kg de azeitonas produzem cerca de 20 kg de azeite, podendo
variar em fun¢@o de uma série de fatores, dentre eles o sistema de extragdo, e
produzem igualmente os efluentes e os seguintes residuos:

a) 40 kg de bagaco (35% de umidade) + 40 kg de dguas residuais, com

a utilizacdo do sistema tradicional de prensas;

b) 55 kg de bagaco (50% de umidade) + 100 kg de dguas residuais,

com a utilizacdo do sistema continuo a trés fases;

¢) 70 kg de bagaco (superior a 60% de umidade) + 10 kg de dguas

residuais, com a utilizagdo do sistema continuo a duas fases.
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Portanto, o tratamento e a eliminagdo do residuo do beneficiamento do
azeite estdo entre os mais sérios problemas ambientais nos paises do
Mediterrineo, por serem os maiores produtores, tais como Espanha, Itdlia e
Grécia. Porém, o Brasil, particularmente o estado de Minas Gerais, que vive hoje
um momento especial na olivicultura, deve, desde j4, procurar alternativas para o
reaproveitamento do residuo, as quais acompanhem paralelamente o crescimento
da produgdo brasileira de azeitona e azeite, para que, dessa forma, previnam-se
danos futuros e impactos ambientas de grande porte.

Esses residuos nido sdo considerados lixo, por possuirem valor
econdmico agregado, ji que podem ser reaproveitados, no minimo, no préprio
processo produtivo. E € na busca de novas viabiliza¢des de uso desses residuos
que as inddstrias conseguirdo diminuir os impactos dos mesmos a natureza
(LOPES et al., 2008). Assim, sdo crescentes os estudos sobre os métodos de
extracdo do azeite, de forma a minimizar a geracdo de residuos, obtendo maior
rendimento no processo, mas também crescem os estudos sobre os residuos, nos
quais tem sido demonstrado o potencial desse material como fonte natural para o
isolamento de substincias como compostos fendlicos, acticares fermentdveis,
manitol, oligossacarideos e fibras, entre outros (RODRIGUEZ et al., 2007).

No momento, as formas mais utilizadas desses residuos, registradas na
literatura, compreendem Oleo residual, ragdo animal, adubo (compostagem),
herbicida ou pesticida (CABRERA et al.,, 2010), extracdo de componentes
organicos (pectina, antioxidantes e enzimas), na participagcao de outros produtos,
como dlcoois, biossurfactantes, biopolimeros, carvao ativado, além de ser
empregado na obtencdo de energia (MARKET..., 2012).

Na inddstria de alimentos especificamente, tais residuos ndo tém tido
aplicabilidade, apesar de varios pesquisadores considerarem, por suas
caracteristicas fisico-quimicas, uma fonte natural e barata de uma série de

importantes compostos, sobretudo os fenélicos. Mas, novas metodologias tém
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sido testadas e desenvolvidas, de forma a extrair um ou mais desses compostos,
principalmente os de agdo antioxidante, de forma a serem utilizados em
alimentos, sobretudo aqueles mais suceptiveis a oxidacdo, em substitui¢do aos
antioxidantes artificiais, j4 que com estes t€m sido registrados problemas a satide
humana (VISSERS; ZOCK; KATAN, 2004).

Portanto, com os estudos crescentes sobre métodos de extracdo, o
“alperujo”, como é chamado o bagaco de azeitonas obtido por centrifugacdo no
sistema de duas fases, na Espanha, tem sido utilizado como fonte natural para o
isolamento de substincias como compostos fendlicos, actcares fermentaveis,
manitol, oligossacarideos e fibras, entre outros (RODRfGUEZ et al., 2007).

Em relac@o aos antioxidantes presentes em residuos, em alguns estudos
foi demonstrado que eles apresentam quantidades aprecidveis de tais compostos,
como no caso do hidroxitirosol, com concentracdo 10 a 100 vezes mais alta que
no azeite de oliva. Muitos estudos tém focado no desenvolvimento de métodos
para a purificacdo do hidroxitirosol da dgua de vegetacdo dos residuos
industriais do azeite de oliva, devido a sua alta atividade antioxidante,
propriedade com valor funcional e estabilidade do azeite de oliva. Assim, como
ha um interesse crescente pelos antioxidantes naturais, jd que os artificiais t€m
sido substituidos por estarem relacionados com efeitos indesejdveis a sadde
humana, muitos pesquisadores t€m visto no residuo do beneficiamento do azeite
uma fonte potencial desses compostos (LAFKA et al., 2011).

Suares et al. (2009) cita que, com o desenvolvimento de procedimentos
para a extracdo dos diferentes compostos fendlicos do residuo, este poderia ser
empregado para o enriquecimento do 6leo de oliva e, assim, aumentar a ingestao
de compostos fendlicos sem, contudo, aumentar a ingestdo calérica com o
consumo de azeite de oliva virgem.

Também tem sido testada a atividade de biofendis puros e aqueles

recuperados do residuo contra patégenos humanos. Obied et al. (2007),
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avaliando duas variedades de oliveiras quanto ao conteido de compostos
fendlicos e sua atividade antioxidante e antimicrobiana, constataram que 0s
extratos de ambas as variedades mostraram ampla atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Porém, os biofendis individuais (hidroxitirosol, luteolina,
oleuropeina) mostraram atividade mais limitada. Também apresentaram
atividade molluscicidal contra Isidorella newcombi.

Outra forma de extracdo que vem sendo investigada no residuo é a do
seu material péctico. Esta substancia tem sido explorada devido a sua capacidade
gélica, podendo atuar como substituto de gordura em vérios produtos
alimenticios, como a carne e seus derivados. Isto se deve a uma crescente
demanda pelos consumidores por produtos mais sauddveis, o que estimula o
desenvolvimento de produtos cdrneos com baixo teor de gordura e alterado no
perfil de dcidos graxos (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010a).

Assim, constata-se que a busca para o uso do residuo tem sido focada,
principalmente, na extracdo de seus constituintes, sobretudo os fendlicos, para
ser utilizado pela industria de alimentos.

Apesar dos vdrios estudos relatando, quantificando e demonstrando a
importancia dos constituintes presentes no residuo do beneficiamento do azeite,
nio se encontram estudos relacionando métodos ou técnicas de se tratar o

residuo para uso na alimentacdo humana.

2.2.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos residuos da extracdo do azeite de

oliva, sistema duas fases e trés fases

As caracteristicas fisico-quimicas dos residuos da extracdo do azeite de
oliva obtidos tanto do sistema de centrifugacdo de duas fases quanto do de trés

fases podem variar de acordo com o método de extragdo do dleo, o seu
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tratamento subsequente e, em menor extensdo, a variedade da oliva e as
condicdes ambientais (VERA et al., 2009).

Esses residuos se constituem de mistura composta por alta porcentagem
de dgua, compostos orginicos como azeite residual, agucares, fibras, polifendis,
compostos nitrogenados, dcidos voldteis, além de tocoferdis, pigmentos como
clorofila e carotenoides e os compostos inorganicos, principalmente potassio,
sais e fosfatos (LAFKA et al., 2011).

O teor de umidade no residuo, obtido pelo sistema de centrifugag¢do de
duas fases, se encontra na faixa de 55% a 70% e depende da maturidade do fruto
e do processo de extragdo, em que a d4gua pode ser adicionada.

Galanakis, Tornberg e Gekas (2010b) informa que o residuo obtido da
extragdo do azeite € uma mistura composta de 83-94 g de dgua, 4-16 g de
compostos organicos (agucares, compostos nitrogenados, &4cidos volateis,
gordura, polifendéis e fibras) e compostos inorganicos 0,4-2,5 g (principalmente
potdssio, sais e fosfatos) por 100 g de peso fresco.

Em geral, a maioria dos compostos encontrados no fruto da oliveira e
azeite € evidenciada nos residuos gerados. No entanto, com o processamento
para a obten¢@o do azeite, algumas transformacdes contribuem para a variacio

no teor e no tipo desses constituintes, o que ird caracterizar tais residuos.

2.2.3.1 Perfil lipidico do bagaco de azeitonas obtido da extracio do azeite de

oliva

O teor lipidico do residuo obtido pelo sistema de centrifugacio de duas
fases, imido, varia entre 2% e 4%. Esse teor € muito varidvel, principalmente
devido a cultivar da oliveira e ao processo de extracdo, assim também em
relacdo ao perfil de 4cidos graxos que, comumente, segue o encontrado nos

azeites. Estes, de maneira geral, apresentam como dcido graxo de maior



34

concentracdo o oleico (68,3% a 73,3%), seguido pelo 4cido palmitico (12,3% a
13,6%) e o linoleico (9,6% a 11,9%) (BORJA; RINCON, 2006).

Alguns autores consideram o perfil de acidos graxos do azeite de oliva
varidvel entre as cultivares e outros nio evidenciam grandes diferencas. Porém,
muitos constatam que a maturacdo das azeitonas influencia seu perfil de dcidos
graxos e, assim, o teor de 4cidos graxos encontrado no azeite. Notam que,
durante o amadurecimento das olivas, o dcido oleico, que aparece em maior
concentragdo, aumenta gradativamente chegando a um pico com posterior
reducdo, até um valor estavel, o mesmo acontecendo com o &cido linoleico.
Outros evidenciam que, com o processo de amadurecimento, em algumas
variedades, o 4cido oleico reduz e o linoleico aumenta, devido a acdo
enzimdtica. Quanto aos acidos graxos saturados verifica-se uma redugdo com o
processo de maturacio das azeitonas (MENZ; VRIESEKOOP, 2010).

Vera et al. (2009), avaliando a estabilidade do residuo seco quando
estocado, concluiram que o residuo da extracdo do azeite, quando desidratado,
pode ser conservado durante vdrios meses, sem prejuizo da sua composiciao
lipidica e de sua qualidade. Esta é uma descoberta importante, ja que a producio

do residuo € sazonal e a sua utiliza¢do pode se estender por varios meses.

2.2.3.2 Os carboidratos do bagaco de azeitonas obtido da extracao do azeite

de oliva

Em relacdo a esses compostos verifica-se que a glicose € um dos
principais aguicares soliveis presentes na polpa da azeitona, junto com pequenas
quantidades de sacarose, frutose e uma quantidade significante do poliol
chamado manitol. Os polissacarideos na parede celular da azeitona sdo
compostos de hemicelulose, celulose e pectina. Tais fibras tém sido exploradas

pelos pesquisadores, ja que t€m certas propriedades funcionais, ajudando na
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prevencdo e no tratamento de uma série de doencas, como alguns tipos de
cancer. Devido a esta importincia e a propriedade gélica de algumas fibras, uma
ampla gama de produtos alimenticios enriquecidos com esses compostos tem
sido desenvolvida. Assim, existe uma tendéncia ao uso de residuos do
processamento de frutas e vegetais que, geralmente, ndo tém valor comercial e
sdo descartados, muitas vezes de forma incorreta, e que t€m quantidade
aprecidvel de fibras que, sendo recuperadas, podem ser utilizadas na preparacdo
de alimentos com alegacdo de propriedades funcionais. H4 varios registros, na
literatura, de enriquecimento de produtos cdrneos com fibra extraida de varias
fontes, em substituicdo a gordura, de maneira a se obter um produto mais
sauddvel, com baixo teor de calorias e reduzido em gordura do tipo saturada.
Dessa forma, pesquisadores vém isolando o extrato péctico do bagaco de
azeitona umido e investigando sua propriedade reoldgica. De acordo com seus
experimentos, a habilidade gélica do extrato é compardvel a da pectina de baixa
metoxilacdo comercial, o que sugere uma nova fonte potencial de material de
gelificacdo (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010b).
Galanakis, Tornberg e Gekas (2010b) desenvolveram novo método para a
recuperacdo de fibra dietética contida no residuo aquoso, do sistema de trés
fases, da extracdo do azeite de oliva, para isolar o residuo insolivel a dlcool.
Obtiveram extracdo maxima de 64,8 g/100 g da matéria seca, correspondendo a
um total de fibra de 5,1 g/100 g do residuo insolivel em dlcool, o qual
apresentou alto conteddo de potdssio (8,4 g/100 g) e baixo em d&cido
galacturdnico (3,3 g/100 g). Apesar do baixo teor do dcido galacturdnico, foi
capaz de formar gel apds a extracdo da fracdo solivel. A fibra solivel foi
composta exclusivamente por pectina, sendo 93,9 e 6,1 mol/100 mol de &acido
galacturénico e arabinose, respectivamente. Verificaram que a rigidez e a
elasticidade do gel aumentaram exponencialmente em relagdo ao teor de acido

galacturoénico.
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Além disso, as hemiceluloses sdo ricas, principalmente, em 4cido xilan e
xiloglucanas e estes subprodutos podem ser utilizados como matéria-prima para
a produgio de agtcar fermentdvel ou como fonte de manitol (FERNANDEZ-
BOLANOS et al., 2004).

Portanto, o residuo tem sido, também, utilizado para a recuperacdo do material
contendo a pectina, com potencial para utilizacdo como agente gélico, pela

industria de alimentos.

2.2.3.3 Os compostos fendlicos do bagaco de azeitonas obtido da extraciao do

azeite de oliva

Segundo Alddatt et al. (2010), o azeite de oliva contém 2% do total do
contetdo fendlico das azeitonas inteiras, enquanto o remanescente de 98% esta
presente no bagaco. Isso se dd pela natureza polar da maioria desses
componentes. Em geral, essa superioridade em fendlicos pode ser evidenciada
quando comparada a encontrada na maioria das frutas e vegetais, considerados
importantes fontes desses compostos.

O complexo fendlico, no fruto imaturo da azeitona, é formado,
principalmente, de oleuropeina, verbascosideo e ligstrosideo que, durante a
maturacdo, ddo origem ao hidroxitirosol (HT) e outros fendlicos simples, como
tirosol (T), dlcool homovanilinico (HVAlc), 4cido 3,4-di-hidroxiphenilacético
(DHPAC), 4cido cafeico, dcido p-cumadrico, dcido filorético e 4cido vanilico
(KOUNTOURI et al., 2007).

Durante o processo de extracdo do azeite extravirgem, o esmagamento
das azeitonas produz destruicdo do fruto e o amassamento conduz a mistura do
conteddo celular. Esses processos exercem grande mudanga na composicio dos
compostos fendlicos no azeite e no bagaco, devido a atividade de enzimas

relacionadas a biogeneracdo de fendis, como a-glicosidase e esterase e de
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enzimas oxidativas, tal como polifenol oxidase, peroxidase e lipoxigenase (esta
ultima forma os volateis responsdveis pelo aroma do azeite) (INAREJOS-
GARCIA; FREGAPANE, 2011) Como consequéncia, uma cadeia de reacdes
produzird mudancas na estrutura molecular da oleuropeina e ligstrosideo,
levando a formacdo dos derivados de secoiridoides agliconas, sendo os mais
abundantes no residuo (LAFKA et al., 2011; SUAREZ et al., 2009). Assim,
surgem os compostos hitroxitirosol, 2-(3,4-di-hidroxiphenil) etanol e seus
derivados, e o tirosol e seus derivados (sendo o principal denominado
oleocantal). Portanto, alguns pesquisadores indicam que a maioria dos
compostos fendlicos nos produtos da oliveira estd presente em sua forma
livre (75%-90% do contetido total de fendlicos), enquanto somente uma
pequena propor¢io (10%-25%) estava na forma ligada (ALUDATT et al.,
2010) (Figura 2).
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Figura 2 Estruturas quimicas de secoridoides comuns em O. Europaea L
Fonte: Alddatt et al. (2010)

Assim, no bagaco de azeitonas, os principais compostos fendlicos
encontrados tém sido hidroxitirosol, oleuropeina, tirosol, dcido cafeico, 4dcido p-
cumdrico, acido vanilico, dcido elendlico, catecol e rutina, além de pequenas
concentracdes de flavonoides e lignanas (acetoxipinoresinol e pinoresinol).
Contudo, a quantidade e o tipo desses compostos no residuo sélido dependem da
cultivar e da maturidade do fruto, das condicdes climdticas, do tempo de
armazenamento e da técnica de processamento (GARCfA et al., 2008).

Na fase de decantacdo horizontal do azeite, os compostos fendlicos sdo
distribuidos nas diferentes fases, de acordo com a sua afinidade pela dgua ou
6leo e, como resultado, quase todos os compostos fendlicos presentes no fruto da
oliveira ficam retidos no residuo (SUAREZ et al., 2009). Assim, a quantidade de
dgua utilizada durante o processo de extracdo ird afetar a concentracdo dos

compostos fendlicos. Quando a quantidade de dgua € grande, sdo separados mais
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polifendis do azeite pela solubilizacdo dos compostos polares. Os azeites
produzidos em sistemas de duas fases ndo tém agua de descarte e, assim,
apresentam concentracdes mais altas em compostos fendlicos, tornando-os mais
estiveis 2 auto-oxidagio (GOMEZ-GONZALEZ; RUIZ-JIMENEZ; CASTRO,
2010).

A azeitona ndo é comestivel por causa de seu alto conteido em um
glicosideo amargo denominado oleuropeina, o qual é formado por glicose, 4cido
elendlico e o-diphenol hidroxitirosol. A concentracdo deste secoiridoide
glicosideo nos frutos depende de muitos fatores, como variedade, irrigacdo e
grau de amadurecimento. Com efeito, os niveis de oleuropeina nas azeitonas
diminuem significativamente com a maturacio (GARCIA et al., 2008).

Alguns autores relatam que o perfil sensorial do azeite é afetado pela
composicdo em compostos fendlicos, ja que varios estudos demonstram uma
relacdo positiva entre amargor, pungéncia e adstringéncia com a concentra¢do
desses compostos. Por isso, essas caracteristicas sdo mais evidentes no azeite
extravirgem, ja que ele tem maior quantidade desses compostos considerados
atributos premiados do azeite (GACHONS et al., 2011).

Porém, ainda nio estd claro qual a contribuicido de cada fendlico nesses
atributos. Alguns autores relacionam o amargor e a pungéncia com derivados de
secoiridoides, mas outros compostos também t€m sido correlacionados com
essas caracteristicas como oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA), forma
dialdeidica da oleuropeina dicarboximetil (3,4-DHPEA-EDA) e forma
dialdeidica do ligstrosideo decarboximetil (p-HPEA-EDA). Muitos demonstram
a intensidade amarga significativamente correlacionada com a oleuropeina
aglicona (SILIANI et al., 2006).

Segundo Garcia et al. (2008), a oleuropeina gliconada é amarga. Porém,
algumas alteracdes em sua estrutura, propiciadas por fatores inerentes ao fruto

e/ou processamento das azeitonas, poderdo conduzir a formagdo de alguns
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derivados com diferentes graus de amargor, conforme descrito na Figura 3. A
quebra da ligagdo éster (por dlcali, por exemplo) produz hitroxitirosol (ndo
amargo) e outro composto, oleosideol1-metil éster, também ndo amargo. A
quebra da ligac@o glicosidica produzird uma oleuropeina aglicona que é amarga.
E, no caso da oxidacdo da oleuropeina, produzird uma oleuropeina quinona,

considerada ndo amarga.
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Figura 3 Produtos derivados da oleuropeina
Fonte: Garcia et al. (2008)

Segundo Lafka et al. (2011), o hidroxitirosol estd relacionado com o
sabor amargo do azeite e é solivel em dgua. Ja o tirosol e seus derivados,
sobretudo o oleocantal, sdo, principalmente, associados com a pungéncia notada
no azeite virgem.

Contudo, além dos compostos fendlicos, os azeites extravirgens

apresentam também os voldteis responsaveis pelo flavor (aroma e sabor). O total
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de 80% desses compostos volateis vem da via da lipoxigenase e é responsdvel
pelos atributos de cor (verde) e aroma frutado. Assim, tem-se que o hexanal é
responsdvel pelo atributo sensorial magd e o aldeido E-2-hexenal, responsavel
pelo atributo améndoa. Estes dois compostos foram encontrados em maior
quantidade no azeite extravirgem. Esteres C6 em azeites virgens contribuem
para os atributos sensoriais positivos: "doce", "fruta" e "folha verde". O
composto Z-3-hexenol é responsdvel pelo odor de grama cortada e poderia ter
um papel no amargor dos azeites e também se encontra em maior concentracio
no azeite extravirgem. A reducdo desses compostos no azeite virgem estd
relacionada com as condi¢des drasticas de fabricacdo, levando a perda desses
compostos e das atividades enziméticas relacionadas a biodegeneracdo e a
transformacdo dos volateis, afetada pelo dano ao fruto INAREJOS-GARCIA et
al., 2010).

Outro composto fendlico que é encontrado no azeite, mas em menor
concentragdo por sua natureza polar, é o pigmento antocianina, presente nas
azeitonas de cor roxa, por se acumularem durante o periodo de maturacdo na
pele e polpa, sendo, assim, encontrado em maior quantidade no residuo, para
proteger o material genético de exposicdo a luz solar e os lipideos da oxidacdo

(PASQUALONE et al., 2012).

2.2.3.4 Pigmentos: clorofila e carotenoides do bagaco de azeitonas obtido da

extracao do azeite de oliva

Avaliando a composi¢do, a concentracdo e o grau de transferéncia dos
pigmentos encontrados na azeitona, no azeite e no bagaco, verifica-se que a
concentragdo dos pigmentos clorofila e carotenoides depende também do grau
de amadurecimento do fruto e, que a medida que ocorre esse amadurecimento,

ha uma reducdo dos pigmentos, porém, perda maior € evidenciada para a
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clorofila que para os carotenoides. Verifica-se que, durante o processamento do
azeite, ocorre uma perda de 80% da fracdo clorofila e 50% da fracdo
carotenoides e que esta perda € devido, principalmente, a retencdo no residuo,
em vez da destrui¢do durante o processo. Assim, evidencia-se que a fracdo
clorofila é essencialmente encontrada no bagaco, enquanto os carotenoides sdo
transferidos em grande propor¢do para o azeite. A consequéncia disso é que a
taxa, ou relacdo, clorofila/carotenoide € mais baixa nos azeites que nos frutos
(GALLARDO-GUERRERO; ROCA; MOSQUERA, 2002).

A intensidade cromadtica do azeite estd relacionada a dois pigmentos, a
clorofila e os carotenoides, estes em maior concentracio, por sua natureza
apolar. No bagaco ocorre o contrario, encontra-se mais clorofila. Dentro de cada
classe desses dois compostos existem varios tipos, com tons diferentes. Com o
processamento das azeitonas para a obtenc¢do do azeite (esmagamento, moagem,
batedura, mudancas de pH) favorece-se a formacdo de derivados de clorofila
com diferentes cores. Quanto aos carotenoides, varios sdo os encontrados no
azeite, mas os principais sdo o b-caroteno e a luteina (amarelos laranja), porém,
com o processamento da azeitona, a perda da compartimentacdo celular pode
promover a isomerizacio ou a degradacdo de carotenoides, ainda mais devido a
processos de oxidagdo (PASQUALONE et al., 2012).

Nas azeitonas de cor roxo-escuro, o pigmento relacionado a essa
tonalidade sdo os fendlicos chamados antocianinas, que se acumulam durante o
periodo de maturagdo para proteger o material genético da exposic¢do a luz solar
e também os lipidios da oxida¢do. Mas, por serem polares, muito pouco
encontra-se no azeite, ficando, entdo, retido no residuo e sendo responsavel pela
coloragdo escura. Estes compostos, juntamente com outros fendlicos, irdo
contribuir também para o sabor do azeite (amargo, picante e pungente) e,

certamente, contribuird para o do bagaco (PASQUALONE et al., 2012).
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2.2.3.5 Os acidos orginicos do bagaco de azeitonas obtido da extracao do

azeite de oliva

Nas azeitonas, o teor e os tipos de dcidos organicos encontrados variam
conforme a cultivar, o estdgio de maturacdo e o processamento das azeitonas, o
que gera alteragdes também no residuo. Alguns autores evidenciam que a
quantidade desses dcidos pode sofrer interferéncia, ainda, da 4rea de cultivo, do
tempo de colheita e do ano da safra. Em geral, um perfil comum de quatro
constituintes € encontrado nas azeitonas: acidos oxalico, citrico, malico e
succinico, sendo o dcido citrico o de maior concentragao.

Os 4cidos madlico e citrico sdo descritos como os responsdveis por
influenciar a cor da azeitona (ERGONULL; NERGIZ, 2010), além de se
comportarem como antioxidantes, assim como os dcidos, oxdlico, tartdrico,
succinico e hidroxiglutdrico, por possuirem a capacidade de quelar metais
oxidanteses. Por conseguinte, considera-se o 4cido oxdlico um composto
antinutricional, por formar sais insoliveis com alguns cétions divalentes, como o

célcio, o que produz uma diminuicdo na biodisponibilidade desses minerais

(ARSLAN; OZCAN, 2011).

2.2.3.6 Compostos inorganicos do bagaco de azeitonas obtido da extraciao do

azeite de oliva

As azeitonas apresentam grande variedade de minerais em sua
constitui¢do e os valores t&ém interferéncia do solo, do uso de fertilizantes ou
contaminantes ambientais e da contaminacdo durante o processamento e a
armazenagem.

A identificacdo de certos elementos é um importante fator de qualidade

do azeite, j4 que muitos autores descrevem os efeitos deletérios que certos
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oligoelementos, como Fe, Cu, Mn e Ni, tém no sabor e na estabilidade oxidativa
dos azeites, com um efeito catalitico sobre o mecanismo de auto-oxidacdo
(CABRERA-VIQUE; BOUZAS; OLIVERAS—L()PEZ, 2012). O mesmo pode
acontecer com o residuo.

Os niveis dos metais toxicos Cd e Pb também sdo importantes
sinalizadores da qualidade do azeite, principalmente no que se refere ao aspecto
toxicolégico. Por isso, o Codex Alimentarius especifica, para o chumbo, um
limite superiror para azeitonas de mesa de, no maximo, 1 mg/kg e a ingestdo
didria estabelecida pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) e Expert Group on Vitamins and Minerals (EVM) ¢ de 0,21 mg/kg
para este elemento (LLORENT-MARTINEZ et al., 2012).

Ja o IOC (2011) estabeleceu, como critério de qualidade, o nivel
maximo de residuos (MLR) para o conteido de varios metais tanto nos azeites
como nos Oleos de bagaco de azeitona, sendo 0,1 mg/g para As, Cue Pb, e 3
mg/g para Fe (LLORENT-MARTINEZ et al., 2012).

No bagaco de azeitonas obtido da extracdo do azeite de oliva obtido pelo
sistema de duas fases, geralmente, o mineral que se encontra em maior
concentracdo € o K e, em concentracdo menores, o Fe, o Cu e os metais pesados,
porém, existem grandes variacdes (INAREJOS-GARCIA; FREGAPANE,
2011).

2.2.4 Funcionalidade dos constituintes do bagaco de azeitonas obtido da

extracao do azeite de oliva

Haja vista a sua constitui¢do, evidencia-se o que, ja hd algum tempo,
vem sendo discutido e pesquisado, os beneficios do azeite de oliva para a satide
humana, como no caso dos paises do Mediterraneo, onde a azeitona e seus

derivados compdem importante parte da dieta. De fato, crescente nimero de
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estudos epidemiolégicos e experimentais informa que o azeite de oliva pode ter
um papel na prevencio de doengas cardiacas coronarianas, no comprometimento
cognitivo da doenca de Alzheimer, além de efeito protetor contra cincer de
cOlon, mama e ovdrio, diabetes acompanhado por hipertriacilgliceridemia e
doencas inflamatdrias e autoimunes, tais como artrite reumatoide. Também tem
sido verificada a reducdo da oxidabilidade da LDL-c no estagio pds-prandial.
Esses efeitos benéficos a saide tém sido atribuidos ao perfil lipidico, alto em
dcidos graxos monoinsaturados e baixos em saturados e, mais amplamente
documentado, aos compostos fendlicos, usualmente agrupados sob a rubrica
“polifenéis” (GOMEZ-GONZALEZ; RUIZ-JIMENEZ; CASTRO, 2010).

Rodriguez et al. (2009) destacam que o consumo de azeitonas e azeite de
oliva tem sido associado a beneficios a saide, principalmente na redugdo de
incidéncia de doengas cardiacas e de certos tipos de cancer e que tais beneficios
estdo relacionados com a baixa taxa saturados/monoinsaturados e a presenca
nesses alimentos de compostos antioxidantes, sobretudo os fendlicos.

Na primeira confer€ncia internacional sobre azeites e dleos realizada, em
Jaén, na Espanha, em 2004, foram destacados os beneficios do azeite de oliva
sobre o perfil lipidico. Alguns dados revelam que o efeito do consumo de 4cidos
graxos monoinsaturados (MUFA) na reducdo do LDL-c foi menor, mas elevou o
colesterol da HDL em relacdo aos 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAS). Os
resultados de uma meta-andlise de 14 estudos mostraram que a substitui¢do de
acidos graxos saturados (SFA) por 6leos enriquecidos em MUFA versus PUFA
tinha efeitos similares sobre o colesterol total, o LDL-c e o HDL-c. Em alguns
estudos, os 6leos enriquecidos com PUFA tiveram um leve efeito na redugdo dos
triacilgliceréis (TAG) e um aumento do HDL-c foi evidenciado com o consumo
de MUFA. Dados mais recentes confirmam o aumento do HDL-c com o
consumo do azeite dentro e fora da dieta do MediterrAneo. Tanto uma dieta rica

em gordura (40% da energia), rica em MUFA e baixa em SFA, e uma com baixo
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teor de gordura e rica em carboidratos foram similares para baixar o colesterol,
Porém, a dieta rica em MUFA nio reduziu o HDL-c ou aumentou TAG, como
evidenciado com a dieta rica em CHO (COVAS; KONSTANTINIDOU; FITO,
2009).

Em alguns estudos considera-se que a substituicio de SFA por MUFA ¢
um importante fator para a reducdo da LDL-c, de forma semelhante a
substituicdo por PUFA (XAVIER et al., 2013), e que dietas contendo MUFA em
substituicdo ao PUFA tornam a LDL menos suscetivel & oxidag¢do, o que pode
resultar, em teoria, em inibicdo do processo aterogé€nico, ja que é amplamente
aceito que a molécula de LDL-c oxidada tem relevante papel na inflamagdo
vascular, na disfuncdo do endotélio e na formagdo de células espumosas na
parede intimal (COVAS; KONSTANTINIDOU; FIT(), 2009). Também revelam
que esses dcidos graxos alteram a composi¢do e o metabolismo das VLDLs,
diminuindo os niveis plasmaticos de TAG, além de propiciar aumento da lipase
lipoproteica e da lipase hepadtica.

Além disso, algumas pesquisas corroboram a hipdtese de que o consumo
de MUFA pode exercer efeitos benéficos sobre a resisténcia a insulina, o
aumento da resposta de producdo de incretinas (aumento de GLP-1) e a reducdo
do clearance de insulina em diabéticos tipo II. Contudo, ndo existem estudos
randomizados controlados de longo prazo em relagdo a qualidade das gorduras
dietéticas e ao risco de desenvolver diabetes. Também mencionam tais pesquisas
que modifica¢gdes nas propor¢des das gorduras, com reducdo de SFA e aumento
de MUFA, podem colaborar para uma reducdo da pressao arterial. No entanto,
esse efeito benéfico pode ser anulado se a gordura total consumida for excessiva.

Portanto, esforcos tém sido feito pelas industrias de alimentos, a fim de
se reduzir a quantidade de 4cidos graxos saturados em seus produtos, obtendo
um perfil lipidico mais favoravel a satide humana. Uma das alternativas pode ser

a introducdo de residuos agroindustriais, como verificado por Vera et al. (2009)
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que, avaliando a qualidade da carcaca, com seu perfil de acidos graxos, de
cordeiros alimentados com o bagaco de azeitona obtido da extragdo do azeite de
oliva, verificaram que os animais alimentados com a dieta contendo esse bagaco
modificaram o perfil dos dcidos graxos encontrados em sua gordura subcutinea,
com reducdo dos dcidos graxos saturados e aumento dos monoinsaturados.
Constataram também aumento dos dcidos oleico e esterdrico e redugdo do acido
palmitico. Isto indica melhora nos indices arterogé€nicos e trombogénicos dos
consumidores desse tipo de carne.

Assim, em estudos epidemiolégicos tem sido sugerido que dietas ricas
em ®3 e @9 t€m relacdo inversa com DCV, por causar redu¢do de TAG e da
razdo LDL/HDL no sangue, quando fornecidos em substituicio aos AGS.
Contudo, deve-se ter cautela com a quantidade ingerida, ja que o consumo de
grandes doses, tanto de 6leos como de gorduras, pode gerar a lipemia pds-
prandial, que acarreta o estresse oxidativo responsavel por danos ao endotélio
vascular. No entanto, tem sido observado que o azeite de oliva, mesmo sendo
ingerido em doses em que o estresse oxidativo ocorre (>40mL/d), tem reduzido
este estresse, em virtude da presenca dos compostos fendlicos. E isso ocorre na
ordem dose-dependente, ou seja, azeites com um alto conteido de compostos
fendlicos alteram o perfil pds-prandial hemostdtico para um estado menos
trombogénico, em comparacdo com um azeite de oliva com baixo teor de
fenolicos (COVAS; KONSTANTINIDOU; FITO, 2009).

Assim, o reconhecimento do valor dos compostos fendlicos do azeite de
oliva virgem se deve ao seu poder antioxidante, ou seja, a sua habilidade para
inibir reacdes oxidativas que estdo envolvidas no inicio e na progressdo de certas
doencas humanas (CIOFFI et al., 2010), incluindo aterosclerose, cancer,
diabetes mellitus e doengas inflamatdrias e neurodegenerativas. Além disso,
esses compostos previnem a deterioragdo de alimentos por inibir a oxidacdo

lipidica (RODRIGUEZ et al., 2008).
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Essa capacidade antioxidante pode variar de moderada a fraca,
dependendo das caracteristicas estruturais dos compostos fendlicos presentes no
azeite. Tal como esperado, os compostos com a presenca de um radical 3,4-di-
hidroxi ligado a um anel aromdtico sdo mais ativos do que aqueles com apenas
um grupo hidroxila, sendo que a glicosilagdo reduz a atividade antioxidante.
Segundo Cornwell e Ma (2008), os compostos fendlicos do azeite sdo
antioxidantes mais fortes do que o dcido ascdrbico ou a-tocoferol. Entdo, isso
sugere que o azeite de oliva virgem poderia exercer um efeito protetor contra as
patologias cuja etiologia tem sido relacionada as injirias mediadas pelos
metabdlicos reativos de oxigénio. Cioffi et al. (2010) ndo encontraram diferenca
significativa na atividade antioxidante entre o azeite virgem, o azeite obtido do
bagaco da azeitona e o das folhas da oliva.

No azeite encontra-se uma mistura complexa de compostos fendlicos ja
que, devido a algumas varidveis, como grau de amadurecimento, processamento
e armazenamento, podem sofrer transformacdes que implicam em aumento ou
reducdo de certos compostos e assim também na atividade antioxidante. Como
exemplo, tem-se a acidez, que provoca hidrélise na estrutura da oleuropeina
formando hitroxitirosol (Ht). Assim também ocorre com os ligstrosideos que sio
hidrolisados formando tirosol (Ty) (CORNWELL; MA, 2008). Assim, parte dos
fendlicos do azeite é de ligstrosideo agliconas e Ty, os quais sdo monofendis
com pouca ou nenhuma atividade antioxidante. Entdo, dependendo da
quantidade didria de azeite ingerida, a ingestdo de fendis (difendis- Ht) com
capacidade antioxidante acaba sendo minima (SAURA-CALIXTO; GONI,
2006). Segundo Cornwell e Ma (2008), o Ht, assim como um extraordindrio
nimero de compostos naturais de origem das plantas, regula a cascata acido
araquiddnico (AA)/leucotrienos (LT), inibindo a 5-LOX catecol e a

prostaglandina (PG) E2, atuando como anti-inflamatério.
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Contudo, apés o processamento da oliva para a obten¢do do o6leo,
constata-se que somente 1% dos compostos fendlicos é encontrado no azeite,
ficando o restante localizado nos residuos gerados na extracdo do azeite os
liquidos e sélidos. Consequentemente, tais residuos poderiam ser considerados
fontes promissoras desses componentes. Hidroxitirosol, 2-(3,4-di-hidroxiphenil)
etanol (Ht), € um dos principais e mais interessantes compostos fendlicos
presentes na oliva, o qual € conhecido pelo alto nivel de atividade antioxidante.
Esse composto pode ser achado no residuo na forma livre, de mondmeros ou
como oleuropeina, acteosideo ou glucosideo. Outro fenol encontrado nos
residuos € o 3,4-di-hidroxiphenilglicol (DHPG) (RODRIGUEZ et al., 2009).
Segundo Alddatt et al. (2010), o azeite de oliva contém 2% do total do contetido
fendlico das azeitonas inteiras, enquanto os remanescentes 98% estdo presentes
no residuo. Assim, acredita-se que seu potencial bioativo, antioxidante e
terapéutico (anticancerigeno, antiviral, anti-inflamatério, hipolipidémico e
hipoglic€mico) seja superior ao do azeite. Assim como no azeite, a constituicao
e a concentracdo desses compostos dependerdo de vérios fatores, como cultivar e
maturidade do fruto, condi¢des climéticas, tempo de armazenamento e técnica
de processamento.

Alddatt et al. (2010), ao avaliarem as condi¢des de extracdo e atividade
antioxidante de compostos fendlicos do bagaco de azeitonas, observaram
correlacdo positiva entre o conteddo total de fendlicos e a atividade antioxidante
e confirmaram que o residuo sélido constitui uma fonte natural e de baixo custo
de compostos fendlicos com atividade antioxidante que pode ser usada em
produtos farmacéuticos, nutracéuticos e alimentos funcionais. Sendo assim, o
uso do residuo, em tais produtos, além de reduzir o impacto da producdo do
azeite de oliva no meio ambiente, podera trazer beneficios a satide humana.

No entanto, no que se refere aos beneficios a satide humana, entende-se

que o efeito potencial de componentes dos alimentos é dependente do seu
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comportamento no trato digestério, ou seja, eles precisam ser biodisponiveis,
sob alguma forma, para exercer seus efeitos bioldgicos. Assim, Kountouri et al.
(2007) efetuaram a investigacdo de compostos fendlicos no plasma e na urina de
voluntdrios sauddveis, apds a ingestdo de azeitonas e concluiram que o consumo
de azeitonas leva a um aumento dos compostos fendlicos no plasma e do
potencial antioxidante, ou seja, constataram que os compostos fendlicos sdo
extensivamente metabolizados pelo organismo humano e aparecem nos fluidos
bioldgicos, principalmente na forma de glucoronideos (conjugados com &cido
glicurdnico). Dos quinze compostos fenélicos detectados nas azeitonas, sete (Ty,
Ht e seus possiveis metabdlitos) estavam aumentados nos fluidos biolégicos.
Estudos em sistemas in vitro t€m obtido resultados positivos quanto o papel
antioxidante desses componentes fendlicos do azeite, como a efici€ncia dos
derivados da oleuropeina e alguns flavonoides sobre o aumento da resisténcia da
oxidagdo da LDL-c e, assim, reducdo do risco de aterogénese.

Leen et al. (2002), em estudo in vitro incubando, em plasma, fendis do
6leo de oliva, demonstraram que eles aumentam a resisténcia da LDL-c a
oxidacdo. Estes autores constataram que o orthodi-hidroxiphenol e a
oleuropeina-aglicona foram mais eficientes que os homélogos mono-hidroxi na
protecdo da LDL-c. A habilidade dos fendis em participar da LDL-c é esperada
ser um relevante fator para a eficdcia antioxidante. Fendis glicosilados, tal como
oleuropeina-glicosideo sdo muito hidrofilicas e somente aumentam
marginalmente a resisténcia da LDL-c, enquanto uma mistura rica em
homologos agliconas mostra maior atividade antioxidante.

Ja em sistemas in vivo, 0 primeiro requisito para que um composto
alimentar seja um potencial antioxidante € que ele entre na circulagdo sanguinea.
Os estudos em animais e humanos mostram que fendis do azeite sdo bem
absorvidos. A absorc¢ao é confirmada pela recuperagcdo de Ty e Ht na urina ap6s

a ingestdo de fendis do azeite de oliva. Um outro requisito para prote¢do contra
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modificagdes oxidativas da LDL-c é que o composto ingerido se torne
disponivel no plasma ou na LDL-c, numa forma com capacidade antioxidante,
porque a atividade antioxidante original de um composto absorvido pode ser
alterada (VISSERS; ZOCK; KATAN, 2004).

Esses fendis podem estar presentes no plasma, principalmente sob a
forma glucuronados e O-metilado, ou seja, conjugados. Dados confidveis sobre a
concentracdo plasmatica de fendis de azeite de oliva sdo escassos. Resultados de
estudos em seres humanos com varios marcadores de oxidagdo sdo
inconsistentes com a maioria dos estudos, mostrando nenhum efeito desses
fendlicos. J4 em animais, os estudos sugerem efeito dos fendis na capacidade
antioxidante. Algumas pesquisas informam que a quantidade de fendis requerida
para proteger a oxida¢do da LDL no plasma € muito maior (50-100 umol/l) do
que estard disponivel com uma ingestdo de alta dose de azeite de oliva
extravirgem (0,06uMol/l). Esse valor refere-se a uma ingestdo de 2 mg de
equivalente de Ht, considerando uma absor¢do de 66%. Além disso, tirosol e
hidroxitirosol sdo polares e nao se dissolvem facilmente em particulas de LDL-c,
in vivo, mas podem ligar-se frouxamente na superficie da particula. J4 os fendis
lipofilicos acumulam dentro da particula da LDL-c. Por tais caracteristicas,
acredita-se que os fendis do azeite, por si s6, ndo sejam capazes de proteger a
LDL-c contra a oxidacdo, mas que atuam em conjunto com outros antioxidantes
abundantes na dieta do Mediterraneo e/ou tém efeitos benéficos fora da LDL,
tais como na melhoria da fungdo endotelial e na inibicio da agregacdo
plaquetéria (VISSERS; ZOCK; KATAN, 2004).

Portanto, é dificil estimar o efeito antioxidante pela ingestdo de
antioxidantes, ja que esse potencial depende do tipo de compostos fendlicos
(com diferentes atividades antioxidantes) e da biodisponibilidade deles no
organismo humano, de forma isolada e na dieta didria (VISSERS; ZOCK;
KATAN, 2004).
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Um conjunto de estudos informa a presenca de inibidores do fator
ativador de plaquetas (PAF) nas fracdes lipidicas polares de subprodutos do 6leo
de oliva, incluindo o residuo liquido (dgua de vegetacdo), bem como extrato
lipidico polares do azeite de oliva e bagaco. O PAF é um potente mediador
lipidico, sintetizado por diferentes tipos celulares apds ativagdo, como plaquetas,
mondcitos, macréfagos, células espumosas e células endoteliais. Tem sido
implicado na propagacdo da resposta inflamatéria, por isso sugere-se que € a
molécula chave nas doencas inflamatdrias, tal como aterosclerose. Os agonistas
do PAF sdo considerados seus melhores inibidores. Tais moléculas atuam por
meio dos receptores do PAF, inibindo sua acdo bioldégica em baixas
concentragdes enquanto induzem a agregacao plaquetdria em significativamente
concentragdes mais elevadas. Stamatakis et al. (2009), ao investigarem a
presenca de inibidores do PAF nas fracdes lipidicas totais e polares do residuo
liquido do beneficiamento do azeite de oliva, verificaram que todas as amostras
apresentaram atividade inibitéria do PAF, ou seja, inibiram a atividade
plaquetdria induzida pelo PAF. Os autores constataram que a maioria das fracdes
dos lipidios polares inibiu a atividade plaquetdria induzida pelo PAF e que o
restante apresentou dupla atividade, a de inibir o PAF em baixa concentracio e a
de ser agonista do PAF em alta concentracio. Também constataram que, em
algumas fracdes, a atividade antioxidante se correlaciona com o seu contetido de

compostos fendlicos, mas ndo com a atividade anti-PAF.
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CAPITULO 2

Caracterizacio quimica e atividade antioxidante in vitro da farinha do

bagaco de azeitona obtido da extracao do azeite de oliva

RESUMO

Objetivou-se, com este estudo, testar diferentes tratamentos na reducgdo
de parte dos compostos fendlicos do bagago de azeitonas oriundo da extracdo do
azeite de oliva, para a obtencdo de diferentes farinhas e a posterior
caracteriza¢do quimica das mesmas e andlise da atividade antioxidante in vitro.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢des,
totalizando 6 tratamentos: bagaco bruto submetido a secagem em estufa (55
°C/24horas), bagaco bruto sem tratamento, bagaco em dgua a temperatura de 25
°C, bagaco em dgua quente (90 °C), bagaco em dgua a temperatura de 25 °C com
NaCl 1%, bagaco em dgua a temperatura de 25 °C com NaCl 2%, todas na
proporcdo de 1:1p/v e, posteriormente, deixadas a temperatura ambiente por 24
horas. Todas as amostras foram liofilizadas e trituradas, com a obtengdo das
farinhas. A caracterizacdo quimica foi efetuada pelas andlises da composi¢do
centesimal, fibra alimentar, minerais, perfil de 4cidos graxos e dos &acidos
orgnicos, fendlicos totais ¢ a atividade antioxidante, usando trés sistemas; [-
caroteno/acido linoleico, DPPH e ABTS. Evidenciaram-se, nas farinhas, alto
teor de lipidio (12%) e baixo em proteina, que ndo diferiram entre os tratamentos
(p>0,05) e uma quantidade aprecidvel de fibra alimentar, com destaque para a
insolivel em maior concentracdo na farinha obtida do residuo tratado com dgua
quente ndo diferindo dos tratamentos em estufa e com 4gua em temperatura
ambiente. Em todas as amostras, os principais dcidos graxos detectados foram o
palmitico, o linoleico e o oleico, sendo este Ultimo em maior concentracio.
Todas as farinhas tinham teores elevados para o mineral potdssio, porém, a de
menor valor foi a do residuo tratado com &4gua quente. A maior parte dos
minerais foi encontrada na farinha obtida do bagaco bruto, sugerindo que o uso
de solucdes promove uma reducdo nesses compostos. Quanto aos niveis do
metal téxico Pb, evidenciam-se, nas farinhas, valores menores que 1 mg/kg. Os
tratamentos empregados interferiram na extracdo dos dcidos organicos. O 4cido
oxalico foi o unico encontrado em todas as amostras, sendo em maior
concentracdo na farinha em que se utilizou o NaCl 2% e a menor para o bagacgo
bruto. O emprego do tratamento térmico conduziu em perda dos &cidos
organicos, tartdrico, citrico e madlico. Verificou-se que todas as farinhas tém
concentragdo elevada de fendlicos totais, porém, quando o residuo foi submetido
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aos tratamentos, a concentragcdo desses compostos reduziu-se significativamente,
ndo diferindo entre os mesmos. Isso sugere diminui¢do de pelo menos parte do
amargor advindo desses compostos. Por outro lado, evidencia-se que, com os
tratamentos aplicados, hd uma queda na atividade antioxidante total in vitro
avaliada pelos trés sistemas, porém, ndo em uma mesma propor¢do. Dentre os
testes utilizados, o emprego da dgua em temperatura ambiente (23 °C) seria uma
melhor op¢ao para tratar o residuo anteriormente ao uso.

Palavras-chave: Residuo do azeite de oliva. Andlises quimicas. Atividade
antioxidante.
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ABSTRACT

The objective of this study was to test different treatments in reduction
of the phenolic compounds of olive pomace coming from the extraction of olive
oil to obtain different flours and further chemical characterization and analysis
of antioxidant activity in vitro. It was used a completely randomized design
(CRD) with three repetitions, totaling 6 treatments: raw residue subjected to
oven drying (55 °C/24 hours), raw residue without treatment, residue in water at
temperature 25 °C, residue in hot water (90 °C), residue in water at temperature
25 °C with NaCl 1%, residue in water at temperature 25 °C with NaCl 2%, all
at the proportion of 1:1p/v, then left at ambient temperature for 24 hours. All
samples were lyophilized and ground to obtain of the flour. Chemical
characterization was performed by the analysis of chemical composition, dietary
fiber, minerals, fatty acid profile and organic acids, phenolic and antioxidant
activity using three systems; B-carotene/linoleic acid DPPH and ABTS. It was
evident, in the flour, high lipid content (12%) and low in protein, which did not
differ among the treatments (p>0.05). An appreciable amount of dietary fiber,
especially the insoluble in higher concentrations in the flour obtained from
treated residue with hot water did not differ from treatments in greenhouse and
with water at ambient temperature. In all samples the major fatty acids detected
were palmitic, linoleic and oleic, the latter being in greater concentration. All the
flours had higher levels for the mineral potassium, but the lowest value was the
residue treated with hot water. Most minerals found in the flour obtained from
raw residue suggesting that the use of solutions promotes a reduction in these
compounds. As regards toxic metal Pb levels are evident in the flours values less
than 1 mg/kg. The treatments interfered in the organic acids extraction. Oxalic
acid was the only one found in all samples, with the highest concentration in the
flour that was used the NaCl 2% and lower for the raw residue. The heat
treatment use resulted in loss of organic acids, tartaric, citric and malic. It was
found that all flours have high concentration of total phenolics, but when the
residue was subjected to treatment the concentration of these compounds
significantly reduced, did not differ among them. This suggests reduction at least
some of the bitterness arising of these compounds. Moreover, it is evident that
with the applied treatments, there is a decrease in the total antioxidant activity in
vitro evaluated by the three systems, but not in the same proportion. Among the
tests used, the water use at ambient temperature (23 °C) would be a better option
to treat the residue prior to use.

Keywords: Olive oil residue. Chemical analysis. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea 1..) € uma das culturas de maior importancia da
regido do Mediterraneo. O seu fruto, a azeitona, é empregado, além de outros, na
producdo de azeite, cuja utilizacdo se encontra em plena expansdao mundial,
incluindo o Brasil. O azeite é reconhecido pelos seus sabores e aromas, e,
quando habitualmente consumido, apresenta beneficios a saide humana, pela
acdo dos dcidos graxos monoinsaturados e seus compostos fendlicos.

No processo de producdo do azeite de oliva pelo sistema de
centrifugacdo de duas fases é gerada uma quantidade significativa de bagago,
massa semipastosa com polpa e carocos de azeitonas e que € responsdvel por
sérios problemas ambientais, em consequéncia de seu inadequado descarte.
Virios estudos tém sido realizados evidenciando as caracteristicas fisico-
quimicas desses residuos, visando a sua utilizagc@o na extracdo do azeite residual,
em racdo animal, em adubo, em herbicida ou em pesticida (CABRERA et al.,
2010), na extragdo de componentes organicos (pectina, antioxidantes e enzimas),
como substrato para a obtencdo de dlcoois, biossurfactantes, biopolimeros,
carvao ativado, além da producio de energia (MARKET..., 2008).

Apesar de vdrios pesquisadores considerarem o residuo da extracio do
azeite de oliva uma fonte natural e de baixo custo de uma série de importantes
compostos, como os fendlicos, pela acdo antioxidante, tais residuos nao tém tido
aplicabilidade na industria de alimentos. O que tem sido feito é a criacdo de
novas técnicas de extracdo para o isolamento dessas substincias, ji que é
crescente o interesse pelos antioxidantes naturais, uma vez que os artificiais tém
sido relacionados com efeitos indesejaveis a satide humana.

Mas, mesmo frente as vérias caracteristicas quimicas encontradas nesses
residuos e as pesquisas da funcionalidade de alguns de seus componentes,

poucos sdo os estudos que relacionam o uso desse residuo na forma de farinha
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para produtos alimenticios de consumo humano. Isso pode estar relacionado ao
amargor, caracteristico das azeitonas, pela presenca de alguns compostos
fendlicos, como a oleuropeina e seus derivados, e também ao aspecto visual do
residuo. E, como a afinidade desses compostos € maior pela dgua por serem de
natureza mais polar, sdo encontrados em maior concentragdo no residuo que no
azeite e, assim, as caracteristicas sensoriais ficardo mais evidentes no residuo
(GOMEZ-GONZALEZ; RUIZ-JIMENEZ; CASTRO, 2010).

No processo de fabricacdo das azeitonas de mesa, 0os compostos
fendlicos sdo, pelo menos em parte, removidos de forma a minimizar o sabor
amargo caracteristico do fruto cru e isso é feito utilizando-se o meio alcalino
com NaOH e/ou salmoura que ird propiciar a hidrélise e a dilui¢do desses
compostos no meio que, com o processo de lavagem, serdo, em parte,
descartados (NYCHAS et al., 2002; PANAGOU et al., 2008). J4 a coloracdo
escura do residuo tem sido relacionada com a presenga de outro composto
fendlico, as antocianinas, que se acumulam no fruto durante o periodo de
maturacdo, na pele e na polpa, mas que também apresentam natureza polar
(PASQUALONE et al., 2012). Portanto, uma das formas de se tratar o residuo
de maneira a reduzir tais caracteristicas indesejdveis é o emprego da dgua
visando a solubilizacdo desses compostos.

Diante do exposto, objetivou-se, com este estudo, testar diferentes
tratamentos na reducdo de parte dos compostos fendlicos do residuo da extracdo
do azeite de oliva para a obtencdo, a caracterizacdo quimica e a atividade

antioxidante in vitro de diferentes farinhas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

A amostra do residuo foi obtida, em marco de 2011, do processamento
da oliva ‘Arbequina’, pelo sistema de duas fases, realizado na fazenda
experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), na regido sul de Minas Gerais. O bagaco de azeitonas foi colhido
imediatamente apés a extracdo do azeite e armazenado em embalagens de

polietileno e congelado, a -40 °C, para posterior utilizagdo nas andlises.

2.2 Tratamento da amostra e obtencio das farinhas do bagaco de azeitonas

oriundo da extraciao do azeite de oliva

Na tentativa de eliminar parte das substincias responsaveis pelo amargor
caracteristico da oliva utilizada na extracdo do azeite e, assim, presente em
grande concentra¢io no bagaco de azeitonas, foram efetuados testes utilizando, a
principio, a metodologia empregada pelas indudstrias na manufatura de azeitonas
em conserva, com algumas modificagdes, segundo Aquarone et al. (2001).
Assim, testou-se a salmoura, porém, com concentracdes menores de NaCl, 1% e
2%, e também solucdes com o emprego de dgua potdvel a 25 °C e em
temperatura em torno de 90 °C.

O residuo bruto foi imerso nas soluc¢des supracitadas na relacdo bagaco
de azeitonas:solucdo de 1:1 p/v e deixado em temperatura ambiente, por 24
horas. Em seguida, foi filtrado usando uma peneira de ABNT 20 com descarte
da dgua e, depois, submetido ao processo de liofilizacdo (L108, Lio top), para
desidratacdo. Uma amostra do bagaco de azeitonas bruto foi testada quanto ao

processo de secagem, em estufa, a 55 °C, por 24 horas. Para a obtencdo das
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farinhas (Figura.l), os bagacos de azeitonas tratados, o bruto liofilizado e o
submetido a estufa, foram triturados em moinho Tecnal TE 631/2. Obtiveram-se,

entdo, seis amostras que foram utilizadas nas andlises posteriores.
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FILTEADOS EleF]L'[E.—‘-.DCE
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|

Analises: composigio centesimnal, fibra alimentar, minerais, perfil d= dcidos graxos, dcidos
orginicos, compostos fendlicos e atividade antoxidantes in vitro

Figural Fluxograma de obtenc@o das seis farinhas do bagaco de azeitonas
oriundo da extracdo do azeite de oliva

2.3 Composicio centesimal com analise da fibra alimentar

A composi¢do centesimal das farinhas do bagago de azeitonas obtido da
extracdo do azeite de oliva foi realizada conforme Association of Official
Analytical Chemists - AOAC (1990). Para a fibra alimentar total, solivel e
insoldvel das farinhas, utilizou-se o método enziméatico-gravimétrico descrito
pela AOAC (2000). O extrato nao nitrogenado (ENN) foi obtido por diferenca.

Os resultados foram expressos em porcentagem de matéria seca.
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2.4 Determinacao de minerais das farinhas do bagaco de azeitonas da

extraciao do azeite de oliva

Os teores de cdlcio, enxofre, ferro, fésforo, magnésio, manganés,
potdssio e sédio foram determinados de acordo com Fick e Green (1980). Foi
pesado 1,0 g do residuo seco e adicionados 10 mL de solugdo nitroperclérica na
razdo 3:1(p/v), colocada em bloco digestor e mantida a digestio até a formacdo
de uma solucdo limpida. Em seguida, efetuaram-se leituras das absorbancias em
espectrofotdmetro de absor¢do atdomica. A concentracdo dos elementos foi
calculada utilizando-se curva padrdo. Para os elementos chumbo, cobre, cromo e
zinco, empregou-se 0 método 3051A da United States Environmental Protection
Agency - USEPA (1998). Para tanto, 0,5 g de amostra foi digerida com 5 mL de
HNO; em forno de micro-ondas (CEM-Mars®). Transcorrido o tempo de
digestdo, a amostra foi filtrada e o filtrado lavado com 5 mL de dgua bidestilada.
As aliquotas foram submetidas a determinacdo analitica em espectrofotdmetro
de absorc@o atdomica com chama de ar-acetileno (FAAS). Para validacdo da
metodologia, utilizou-se padrdo de referéncia (BCR-482 Liquen) com valores
certificados dos elementos de interesse. Os resultados foram expressos em

mg.100 g da matéria seca.

2.5 Analise do perfil de acidos graxos das farinhas do bagaco de azeitonas

obtido da extracao do azeite de oliva
2.5.1 Extracéo dos acidos graxos
Os 4cidos graxos das farinhas do residuo da extrag¢do do azeite de oliva

foram extraidos conforme Folch, Lees e Stanley (1957) e diluidos com 5 mL de

cloroférmio, seguindo-se as etapas de derivacdo (saponificacio) e de
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esterificacdo dos 4cidos graxos obtidos da extragdo anterior, conforme Hartmam

e Lago (1973).

2.5.2 Analise cromatografica

Os extratos foram dissolvidos em 1 mL de hexano e 1 uL essa solugdo
injetado em cromatégrafo a gds modelo CG — 17 A, marca Shimadzu, com
detector FID (ionizag¢do de chama) e coluna AT tm silar 95 (100 m x 0,25 mm),
film tickness 20 pm. Foram injetados 1 UL de amostra com auxilio de seringa
(Hamilton®) em sistema Split=5. O gds nitrogénio foi utilizado como carreador,
com velocidade linear de 37,8 cm/s e fluxo de 1,0 mL/minuto. A temperatura
inicial da coluna foi de 140 °C (5 minutos), aumentando em 4 °C por minuto, até
atingir 240 °C (20 minutos). Picos foram identificados por comparagdo dos
tempos de retencdo com padrdes metil ésteres conhecidos. Os resultados foram

expressos como percentual da concentragdo relativa.

2.6 Determinacio de acidos orgéanicos das farinhas do bagaco de azeitonas

obtido da extracio do azeite de oliva por HPLC

2.6.1 Extracao dos acidos organicos

Trés métodos de extracdo dos dcidos organicos foram testados: a) com
metanol 25%, citado por Ergoniill e Nergiz (2010), b) com tampao fosfato de
potassio 50 mM (0,05 M) pH=7,0 na dilui¢do (1:4), conforme Rodrigues et al.
(2007) e c) extracdo com dgua destilada na diluicd@o (1:4), deixando sob agitacdo
em banho-maria, a 80 °C, por 30 minutos. O resultado descrito refere-se a
extragdo com dgua, por ter sido mais eficiente na extracdo dos dcidos organicos

no residuo.
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2.6.2 Separacio e quantificacao dos acidos organicos por HPLC

Aparelho HPLC marca Shimadzu, equipado com bomba quaterndria LC
20 AT e bomba bindria LC 20 AD, forno CTO 20 A, injetor automdtico SIL 20
HT e coluna SCR-102H (250 mm, coluna Shim-pack x 7.8mm i.d.), coneccdo
serial 2-colunas e pré-coluna Shim-pack SPR-H (50 mm x 7.8mm i.d.) com
detector de condutividade, polaridade positiva, CDD 10AVP, fase mével: 16
mM bis-tris solu¢do aquosa com 4 mM 4cido p-toluenosulfénico e 100 uM
EDTA, taxa de fluxo de 0,8 mL/min, temperatura de 40 °C; 10 uL dos padrdes
individuais, concentra¢des conhecidas, foram injetados na coluna e seus tempos
de retencdo determinados para a obtencdo da curva de calibracdo. Apds a injecdo
das amostras, picos cromatograficos foram identificados pela comparacido dos
tempos de retencdo das amostras com os dos padrdes. No célculo dos dcidos
organicos consideraram-se as taxas de dilui¢do. Os resultados foram expressos

em mg.100 g da matéria seca.

2.7 Determinacdo de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante
in vitro das farinhas do bagaco de azeitonas obtido da extracdo do azeite de

oliva

2.7.1 Extracao dos compostos fenolicos

Um grama de amostra foi diluido em 40 mL de élcool metilico 50%,
homogeneizado e mantido a temperatura ambiente, protegido da luz, por 1 hora.
Foi realizada centrifugacdo, a 23.713 g, por 17 minutos; o sobrenadante foi
coletado e adicionados 40 mL de acetona 70%; em seguida, foi homogeneizado
e deixado em repouso por 1 hora. Nova centrifugagao foi realizada, coletou-se o

sobrenadante, adicionou-se ao primeiro e completou-se o volume para 100 mL,
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com 4gua destilada. O teor de fendlicos totais foi obtido pelo método de
Waterhouse (2002), empregando-se o reagente Folin-Ciocalteu e os resultados

foram expressos em equivalentes de 4cido galico (mgGAE.100 g™).

2.7.2 Métodos da atividade antioxidante total

2.7.2.1 Método do sequestro do radical 2,2-difenil, 1picril-hidrazil (DPPH).

Este método baseia-se na captura do radical estivel DPPH em solugdo
de metanol por um composto antioxidante presente na amostra, de acordo com
os procedimentos de Rufino et al. (2007). Adicionou-se 0,1 mL de cada extrato
das amostras a 3,9 mL de solu¢do metandlica de DPPH (60uM). A absorbéncia a
515 nm foi medida apés 1 hora. A capacidade de sequestro do radical foi
expressa como EC50 (concentracdo efetiva, mg/L), o qual representa a
quantidade necessaria do antioxidante para reduzir a absorbancia inicial em 50%

e calculado a partir de uma curva de calibracio por regressao linear.

2.7.2.2 Método sistema f-caroteno/acido linoleico

Este método foi desenvolvido por Marco (1968), modificado por Miller
(1971), sendo adotados os procedimentos de Rufino et al. (2006). Trata-se de um
método espectrofotométrico baseado na oxidagdo do B-caroteno, induzida pelos
produtos de degradagdo oxidativa do acido linoleico. O B-caroteno (20 mg), foi
dissolvido em 1 mL de cloroférmio e preparou-se uma solucdo-sistema: 50 uL
da solugéo B-caroteno, 40 L de 4cido linoleico, 530 uL. de Tween 40 e 1 mL de
cloroférmio. Evaporou-se o cloroférmio e adicionou-se dgua saturada com
oxigénio, até a obtengdo de absorbancia entre 0,6 nm e 0,7 nm a 470 nm. Em 0,4

mL de cada extrato das amostras ou do antioxidante padrdo (Trolox [0,2mg.mL-
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1]) foram adicionados 5 mL de solucdo sistema e incubou-se em banho-maria, a
40 °C. Nos tempos de 2 e 120 minutos, as leituras foram realizadas, em
espectrofotdmetro, a 470 nm e os resultados, expressos em percentual de

inibicdo da oxidagdo do B-caroteno (% I).

% 1=(Ac— Am).100/Ac

Ac = absorbancia inicial do controle — absorbancia final do controle

Am = absorbincia inicial da amostra — absorbancia final da amostra

2.7.2.3 Método do radical 2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfonico) (ABTS)

Este método € baseado na captura do radical livre ABTS™, sendo
adotados os procedimentos propostos por Rufino et al. (2007). O Radical
(ABTS™) foi produzido pela rea¢do de 5 mL da solucdo estoque ABTS (7 mM)
com 88 uL da solucdo de persulfato de potdssio (140 mM). Essa solucdo foi
condicionada em vidro &mbar e armazenada, a temperatura ambiente, por 16
horas, antes do uso. A solucdo ABTS foi diluida com etanol, até uma
absorbancia de 0,7+0,05, a 734 nm. Foram adicionados 3,0 mL da solu¢do do
radical ABTS em cada solucdo de concentracdo da curva padrdo de trolox (2
mM) e em 150 uL de cada amostra, com realizacdo da leitura a 734 nm. Os
resultados foram expressos em uM de trolox/grama de amostra (RUFINO et al.,

2006).



71

2.8 Analise estatistica

O estudo foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com trés repeticdes, totalizando 6 tratamentos e 18 parcelas. Os dados foram
analisados utilizando o programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2000) e submetidos
a andlise de varidncia, complementada com o teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, para comparacao de médias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao das farinhas do bagaco de azeitonas bruto e tratado

As farinhas obtidas do bagaco de azeitonas da extragdo do azeite de

oliva, tratado e bruto, podem ser visualizadas na Figura 2.

A B B

Figura 2 Tlustragdo das farinhas obtidas do bagagco de azeitonas bruto (A) e
tratado em 4dgua a temperatura ambiente, por 24 horas (B)

Na ilustracdo das farinhas obtidas do residuo da extra¢do do azeite de
oliva (Figura 2) observa-se colora¢do mais escura para a farinha A (no estado
bruto), quando comparada a farinha tratada em solu¢do aquosa em temperatura
ambiente por 24 horas. Provavelmente, o tempo em solucido contribuiu para a

extracdo de substancias responsaveis pela coloracdo do residuo.

3.2 Composic¢ao centesimal e fibra alimentar

Os valores de proteina, lipidio, carboidrato, cinzas, fibra alimentar total,

soliivel e insolivel das farinhas do bagaco de azeitonas obtido da extracdo do
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azeite de oliva bruto e em diferentes tratamentos podem ser observados na

Tabela 1.



Tabela 1 Composi¢cdo centesimal, fibra alimentar total (FAT), solivel (FS) e insoldvel FI) das farinhas do bagaco de

azeitonas da extragdo do azeite de oliva bruto e pds-tratamentos

Parametros Amostras
HQ Na2 ES HF Nal B
Lipidios 14,01+2 41a 11,23+1,60a 11,34+0,77a 10,73+0,85a 11,37+0,49a 11,55+0,65a
Proteinas 10,25+1,44a 9,71+0,46a 9,65+1,07a 9,44+1,47a 9,03+1,29a 8,92+0,47a
Cinzas 2,36+0,06d 5,39+0,27a 3,1340,21c¢ 2,40+0,13d 4,11+0,25b 4,08+0,09b
FAT 61,98+0,96a 53,33+0,86b 61,56+0,53a 59,33+1,18a 54,82+2,83b 54,55+0,53b
FS 3,08+0,04a 3,31+0,39a 3,3440,18a 2,66+0,31a 2,5440,69a 2,86+0,40a
FI 58,91+1,00a 50,01+0,89b 58,22+0,44a 56,67+1,24a 52,28+2,67b 51,60+0,93b
ENN 11,39+4,60b 20,52+0,93a 14,31+£2,57ab 18,06+3,2ab 20,66+4,54a 20,58+0,56a

Valores médios na matéria seca (%) * desvio padrdo, n=3. *ENN: extrato ndo nitrogenado Valores na linha com a mesma letra ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey, a p > 0,05
HQ - 4gua quente; Na2 — NaCl 2%; Es - estufa 55 graus 24h; HF — dgua fria; Nal — Na Cl 1%; B — bruto. Teor de umidade: residuos

tratados em solugdo aquosa, média de 75%, residuo bruto e tratado em estufa, média de 60%

YL
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Pelos dados obtidos (Tabela 1) constata-se baixo teor de proteinas, ndo
diferindo entre os tratamentos e também de carboidratos, o que é esperado pela
prépria constituicdo das azeitonas, sobretudo as mais maduras, utilizadas para o
processo de extracdo do azeite. Por outro lado, verifica-se um considerdvel teor
de lipideo na farinha do residuo bruto (12%), ndo diferindo estatisticamente
entre os tratamentos aplicados. O fruto da oliveira apresenta, em média, 22% de
6leo (MANDARINO; ROESSING; BENASSI, 2005), que pode ser concentrado
tanto na polpa quanto na semente (ALBURQUEQUE et al., 2004), sendo nesta
22%-27% do seu peso (RODRIGUEZ et al., 2008). O fato de o bagaco de
azeitonas pesquisado conter sementes trituradas contribuiu no teor final de
lipidio. A quantidade de lipidio retida no bagago pode ser muito varidvel,
principalmente conforme a variedade da azeitona, o grau de maturacio (MENZ;
VRIESEKOOP, 2010) e a tecnologia empregada na extra¢do. Por isso, alguns
estudos, como o de Vera et al. (2009), registram valores superiores ao
encontrado no residuo pesquisado, 16,5% e outros, como o de Alburquerque et
al. (2004), inferiores, 11,1%.

Evidencia-se, no bagaco de azeitonas, uma quantidade aprecidvel de
fibra alimentar com destaque para a fibra insoldvel, que difere entre os
tratamentos aplicados, ao contrdrio do observado em relagcdo a fibra soldvel. O
maior teor obtido para fibra insolivel foi para o residuo tratado com &dgua
quente, mas ndo diferindo dos tratamentos em estufa e com dgua fria.
Posteriormente, encontrou-se o contetido do residuo tratado com NaCl 1%, que
nio diferiu do residuo com NaCl 2% e do puro. As fibras alimentares
apresentam componentes com varidvel solubilidade em &dgua e diferentes
compostos associados, como proteinas e cinzas, que interferem no teor de fibras
totais. O uso da 4gua, sem a presenca de solutos, pode ter aumentado a
solubilizagdo de certos componentes no meio e esses terem sido eliminados com

o descarte da dgua, concentrando as fibras mais insoliveis. J4 o tratamento
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térmico tende a solubilizar as fibras insoldveis, mas, por outro lado, pode
favorecer a formagdo de certos compostos insoliveis com caracteristicas de
fibras.

A azeitona apresenta, em média, 10% a 20% de fibra alimentar total na
matéria fresca (JIMENEZ et al., 2000), podendo variar o conteido e a
composic¢do, conforme a cultivar (GALANAKIS, 2011). A presenca de sementes
trituradas no bagaco eleva e muito o conteido de fibra insolivel, uma vez que
elas sdo constituidas, principalmente, de hemicelulose, celulose e lignina
(RODRIGUEZ et al., 2008).

O alto teor de fibra alimentar pode agregar valor ao residuo, ji que
apresenta caracteristicas fisico-quimicas que conferem propriedades funcionais,
sendo a mais recentemente discutida a capacidade antioxidante. Isso ocorre pela
capacidade de quelagdo das fibras a certos compostos fendlicos, designando-as
como fibras dietéticas antioxidantes, que sdo definidas como um produto natural
que combina os efeitos da fibra com antioxidante natural (SAURA-CALIXTO,
2011). Portanto, no caso do bagaco de azeitonas obtido da extracdo do azeite de
oliva, o alto teor de fibra alimentar pode conduzir a efeitos desejdveis quanto a
biodisponibilidade de seus préprios compostos fendlicos. Esse fato foi notado
por Rufino et al. (2011), que encontraram, nas fragdes soliveis (2% da matéria
seca) e insoluveis (69%) do fruto acgai, excelente capacidade antioxidante, pela
presenca de compostos fendlicos associados. Por outro lado, essa capacidade de
quelacdo pode ser indesejdvel, quando se refere a fons como cdlcio e ferro
(JIMENEZ et al., 2000).

Em relacdo as cinzas, evidencia-se o maior valor quando o residuo foi
tratado com solucdo de cloreto de sédio (NaCl 2%), seguido do residuo bruto,
que ndo diferiu do residuo tratado com NaCl 1%. Em seguida, o residuo seco em
estufa e os menores valores para o residuo tratado com dgua fria e quente. O

acréscimo do sal insere na amostra os minerais sédio e cloretos, o que eleva o
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teor final de cinzas. O uso da dgua faz com que ocorra uma reducdo de certos

minerais nas amostras, por meio da lixiviagao.

3.3 Perfil de acidos graxos

Na Tabela 2 verifica-se o perfil de dcidos graxos da fracdo lipidica das
farinhas obtidas do bagaco de azeitonas obtido da extracdo do azeite de oliva

bruto e os submetidos a diferentes tratamentos.



Tabela 2 Perfil dos 4cidos graxos, em porcentagem relativa, da fragdo lipidica das farinhas do bagago de azeitonas da
extracdo do azeite de oliva bruto e tratado

% de acidos graxos*

Acidos graxos HQ Na2 Es HF Nal B
Palmitico (C16:0) 11,71 14,13 13,80 13,26 12,63 11,23
Estedrico (C18:0) 2,78 3,82 3,58 2,70 3,19 2,03
Heptadecanoico (C17:0) 0,91 NI NI 3,16 0,07 NI
Araquidico (C20:0) 0,47 NI 0,23 NI 0,41 0,76
Beénico (C22:0) 0,18 NI NI NI 0,25 0,32
Lignocérico (24:0) NI NI NI NI NI 0,27
16,05 17,95 17,61 19,12 16,55 14,61
TOTAL SATURADOS 225 (2,02 (2,00 (2,05 1,88 (169)
Oleico (C18:1¢) 59,24 68,13 60,30 58,09 66,00 63,92
Oleico (C18:1t) NI NI NI NI 0,05 NI
Palmitoleico (C16:1) 1,08 1,39 1,32 NI 1,18 1,03
Cis-10-heptadecenoico (C17:1) NI 0,21 NI NI 0,24 0,11
Cis-11-eicosenoico (C20:1) 0,35 NI 0,43 NI 0,50 0,60
60,67 69,73 62,05 58,09 67,97 65,67
TOTAL MONOINSATURADOS (8.50) (7.83) (7.04) (6.23) (1.73) (7.58)
Linoleico (C18:2¢) 10,53 11,08 15,21 19,37 10,49 11,47
Linoleico (C18:2t) 0,72 NI NI NI NI NI
Linolénico (C18:3) 2,49 NI 0,98 1,61 1,07 1,16
Cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5) NI NI NI NI NI 0,14
Cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) NI NI NI NI 0,19 NI
13,75 11,08 16,19 20,98 11,75 12,77
TOTAL POLINSATURADOS (1,95) (1,24) (1,84) (2.25) (1,36) (1,47)
AGM/AGS 3,78 3,88 3,52 3,04 4,12 4,49

NI — nio identificado. valor entre parénteses corresponde a g/100 g de amostra seca
HQ - 4gua quente; Na2 — NaCl 2%; Es - Estufa 55 graus 24h; HF — 4gua fria; Nal — Na Cl 1%; B — bruto. AGM - 4cidos graxos
monoinsaturados, AGS- dcidos graxos saturados
3
oo
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Nota-se que, em todas as amostras, os principais dcidos graxos
detectados foram o palmitico, o oleico e o linoleico e que todas constituem uma
boa fonte do 4cido graxo monoinsaturado, oleico, sendo o de maior
concentragdo detectado. Em geral, esse resultado é o que se evidencia também
no azeite de oliva (ARSLAN, 2012). Assim, independente do tratamento
aplicado, as farinhas obtidas contém teores de médio (55-65%) a elevado de
dcido oleico (>65%) (RONDANINI et al., 2011), sendo superior ao encontrado
em Oleos como de soja, milho, girassol e linhaca. O teor obtido para o acido
palmitico nas farinhas equivale ao encontrado nos dleos de soja e milho, porém,
¢ superior aos 6leos de canola, girassol e linhaga. Quanto aos acidos graxos
essenciais, linoleico e alfa-linolénico, como € esperado, o contetido obtido em
todas as farinhas € inferior ao encontrado nos 6leos de canola, girassol e linhaca.

De maneira geral, as concentragdes desses trés 4cidos graxos na oliva
sdo apresentadas na seguinte ordem: oleico, linoleico e palmitico. Isso se deve
ao grau de maturacdo da oliva, que faz com que o conteido de 4cido oleico e
linoleico se eleve, estabilize, e os saturados reduzam significativamente no
estdgio final da maturacdo, conforme mencionado por Menz e Vriesekoop
(2010). Isso foi evidenciado nas farinhas obtidas do residuo bruto e as tratadas
com 4gua fria e em estufa; nas demais amostras (Nal, Na2 e dgua quente), o
acido palmitico foi maior que o 4cido linoleico.

A relagdo entre monoinsaturados e saturados € elevada em todas as
amostras, o que € interessante do ponto de vista nutricional, ja que o consumo de
dcido oleico tem sido relacionado a beneficios a saide humana. A dieta do
Mediterrineo, na qual o azeite de oliva é a fonte primdria de gordura, é
associada a baixa mortalidade por doengas cardiovasculares e parte dessa
funcionalidade € atribuida a elevada correlagdo entre monoinsaturados e os

saturados. O consumo de poli-insaturados (PUFA) e monoinsaturados (MUFA)

conduz a altera¢des nas lipoproteinas plasmaéticas, como a baixa suscetibilidade
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a oxidacdo da LDL-c. Além disso, registra-se que os &cidos graxos
monoinsaturados estimulam a transcricdo de RNAm para o receptor de LDL-c
(SAKOUHI et al., 2008) e que a sensibilidade pds-prandial a insulina é
progressivamente melhorada, com o aumento na proporcio de MUFA em
relacdo aos saturados na gordura dietética (COVAS; KONSTANTINIDOU;
FITO, 2009).

3.4 Composicao de minerais

Na Tabela 3 observam-se os valores médios de minerais das farinhas
obtidas do residuo da extracdo do azeite de oliva bruto e do submetido a

diferentes tratamentos.



Tabela 3 Composic¢do de minerais das farinhas do residuo da extrac¢do do azeite de oliva bruto e tratado (mg/100 g)

Minerais Amostras
HQ Na2 Es HF Nal B

K 795+7,07¢ 1035+21,21b 1365+21,21a 1455+35,35a 1115+21,21b 1125+35,35b

S 120b 120b 120b 120b 120b 130a

P 80+0,01b 65+7,07b 110+0,01a 70+14,14b 70+0,01b 115+7,07a
Mg 58,5+2,12bc 52,54+0,94¢ 73+1,41ab 62+1,41abc 58,5+7,77bc 76+2,82a
Na 35,59+0,01a 30,49+0,01e 32,71+0,01c¢ 29,34+0,01f 33,63+0,01b 31,54+0,01d
Fe 6,43+0,96a 4,98+0,41a 5,95+0,05a 8,15+£2,05a 5,40+0,22a 6,13+0,07a
B 5,57+0,02¢ 3,0+0,12b 2,55+0,05¢ 2,58+0,07¢ 3,59+0,03a 3,45+0,04a
Cu 1,90+0,02b 1,53+0,27bc 1,40%0,05bc 1,30+0,11bc 1,05+0,08¢ 3,10+0,02a
Zn 1,484+0,01b 1,48+0,28b 1,4440,02b 1,1940,14b 1,3140,30b 2,3140,16a
Mn 0,82+0,01b 0,67+0,02d 1,09+0,01a 0,87+0,02b 0,74+0,01c 1,09+0,02a
Cr 0,11+0,01cd 0,12+0,01c 0,1340,02¢ 0,2240,03b 0,04+0,01d 0,87+0,01a
Pb 0,05+0,01b 0,05+0,01b 0,05+0,01b 0,05+0,01b 0,02+0,11b 0,08+0,01a
Ca NI NI NI NI NI NI

“valor médio de n=2. Valores na linha com a mesma letra néo diferem, a p>0,05
HQ - 4gua quente; Na2 — NaCl 2%; Es - Estufa 55 graus 24h; HF — 4gua fria; Nal — Na Cl 1%; B — bruto

I8
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Verifica-se que todas as farinhas apresentam teores elevados, acima de
100 mg/100 g de amostra, para os minerais K, S, sendo que para a farinha do
bagaco de azeitonas bruto também se encontra o P. Os elementos Mg e Na
encontram-se entre 29 e 80 mg/100 g, entre 1 e 10 mg/100 g estdo os minerais B,
Cu, Mn, Zn e Fe e abaixo de 1 mg/100 g, Pb e Cr.

Para os minerais S e Fe ndo houve diferenga significativa entre as
amostras. A maioria dos minerais (P, Mg, S, Cu, Mn, Zn, Pb e Cr) apresentou
teor mais elevado nas farinhas obtidas do bagaco de azeitonas bruto, indicando
que o uso da dgua promove a remog¢ao de certos minerais da amostra. No caso
do K, evidencia-se menor concentragdo com o uso de dgua quente, o que pode
ser justificado, j4 que o calor promove trocas quimicas, fisico-quimicas e
estruturais dos componentes dos alimentos para a dgua que, sendo descartada,
serd responsavel pela grande perda desse mineral que podera chegar a até 60%
(COPETTL OLIVEIRA; KIRINUS, 2010).

Niveis tracos de metais, como Fe, Cu, Ca, Mg, Co, Ni, e Mn, sdo

conhecidos por aumentar a taxa de oxidagdo em 6leos, principalmente Fe e Cu,
enquanto Cr, Cd e Pb sdo importantes devido a toxicidade. Em média, a
concentracdo de Fe no azeite de oliva virgem varia de 0,5 a 3 mg/g e, para o Cu,
valores entre 0,001 e 0,2 mg/g (ZEINER; CINDRIC; SKEVIN, 2010). Nas
farinhas constatam-se valores de Fe e Cu favoraveis a oxidacdo lipidica.
Quanto aos niveis do metal téxico Pb, evidenciam-se, nas farinhas, valores
menores que 1 mg/kg de farinha. O Codex Alimentarius especifica, para o
chumbo, um limite superior para azeitonas de mesa de, no maximo, 1 mg/kg de
azeitonas e, para o azeite de oliva, de 0,10 mg/L de azeite. A ingestdo didria
estabelecida pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) e Expert Group on Vitamins and Minerals (EVM) é de 0,21 mg para o
elemento (ANGIONI et al., 2006).
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O teor de minerais no residuo pode ter influéncia de varios fatores, como
solo, dgua, ar, variedade da oliva, uso de fertilizantes ou contaminagdo, durante

processamento e o armazenamento (ZEINER; CINDRIC; SKEVIN, 2010).
3.5 Acidos organicos
O perfil e a concentracdo dos dcidos organicos foram avaliados nas

farinhas obtidas do bagaco de azeitonas bruto e submetido a diferentes

tratamentos, e sdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 Identificacdo e quantificagdo dos dcidos organicos, por HPLC, nos extratos aquosos das farinhas do bagaco de
azeitonas da extrag@o do azeite de oliva na forma bruta e tratada
Acidos organicos das farinhas do residuo da extragdo do azeite de oliva (mg.100™")

Amostras **

Oxalico Tartarico Citrico Malico Total
HQ 110,95+0,04 5,03+0,19 NI* NI 115,98+0,19¢
(95,66)c 4,34)d
Na2 227,08+0,45 (62,53)a 12,04+0,14 9,544+0,04 (2,63)b 114,50+0,17 (31,53)b 363,16+0,39a
3,31)c
Es 205,76+6,68 NI NI NI 205,76+6,68¢
(100)b
HF 80,49+0,05 30,38+0,05 (21,66)b NI 29,4240,06 (20,97)d 140,2940,11d
(57,37)d
Nal 61,94+0,39 5,3140,02 (3,76)d 6,254+0,04 (4,43)c 67,72+ 0,14 141,224+0,58d
(43,86)e (47,95)c
B 33,64+0,19 (15,45)f 52,3940,22 14,08+0,05 (6,47)a 117,5940,20 217,61+0,27b
(24,06)a (54,02)a

Valores expressos como média de n=3. Entre parénteses estd a porcentagem relativa ao contetdo total de dcidos organicos. Os valores
com a mesma letra na coluna ndo diferem significativamente, a p>0,05, pelo teste Tukey

*NI: Nao identificado. ** tipo de tratamento do residuo. HQ - dgua quente; Na2 - NaCl 2%; Es - Estufa 55 graus 24h; HF - 4gua fria;
Nal- NaCl 1%; B — bruto (ndo tratado)

78
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Nas amostras Na2, Nal e B foram identificados quatro dcidos organicos
(oxdlico, tartdrico, citrico e malico); na amostra HF, trés dcidos orgénicos
(oxdlico, tartdrico e mdlico); na HQ, dois dcidos organicos (oxélico e tartdrico) e
apenas um identificado na amostra Es, o oxdlico. Isso demonstra que os
tratamentos interferiram na extra¢do desses compostos. O emprego da dgua
contribuiu para eliminar alguns dcidos organicos, demonstrando a solubilidade
de alguns desses compostos no meio. O uso do sal propiciou maior reten¢do dos
dcidos na amostra, o que pode ser devido a interagbes com tais compostos,
impedindo a eliminagdo na dgua de descarte. J4 em relagdo ao tratamento
térmico, constatou-se perda da maioria dos dcidos organicos.

O acido oxalico foi o unico encontrado em todas as amostras, diferindo
significativamente na concentracdo, sendo a maior para a amostra em que se
utilizou o NaCl 2% e a menor para o bagaco de azeitonas bruto. Assim, na
maioria das farinhas, observa-se que o 4cido oxdlico foi o que teve a maior
porcentagem relativa em relacdo ao total dos 4dcidos organicos. Na farinha obtida
com o bagaco de azeitonas bruto houve maior teor para os 4cidos tartdrico,
citrico e malico, diferindo dos demais tratamentos.

Com esses dados evidencia-se que os tratamentos aplicados no bagaco
de azeitonas alteraram tanto o perfil quanto a concentracdo desses dcidos nas
farinhas.

A presenca desses 4cidos orginicos pode ser responsdvel por
caracteristicas como protecio, estabilidade, qualidade e aroma (ERGONULL;
NERGIZ, 2010), Como no caso dos acidos madlico e citrico, descritos como
responsdveis por influenciar a cor da azeitona e que, juntamente com os dcidos
oxdlico, tartdrico, succinico e hidroxiglutarico, comportam-se como
antioxidantes, por quelarem metais, inibindo a peroxidagdo lipidica. Fator

relevante, devido a alta concentracio de minerais no bagago de azeitonas.
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Por conseguinte, considera-se o 4cido oxdlico um composto
antinutricional, por formar sais insoliveis com o célcio e outros cétions
divalentes, diminuindo sua biodisponibilidade (ARSLAN; OZCAN, 2011).
Além disso, a alta ingestdo do 4cido oxdlico pode resultar em desordens
gastrintestinais e danos renais (VINHOLES et al., 2011). Porém, o teor do dcido
oxdlico no bagaco de azeitonas é cerca de sete vezes inferior ao encontrado em
espinafre (REDDY; MALEWAR, 1992) e aproximadamente 4 vezes inferior ao
encontrado em carambola (WILSON; SHAW; KNIGHT, 1982).

O teor e o tipo de 4cidos orgdnicos no bagaco de azeitonas também
podem sofrer interferéncia de fatores, como regido geogrifica, estigio de

maturacdo da azeitona, cultivar E processamentos, entre outros.

3.6 Fenolicos totais e atividade antioxidante in vitro

Na Tabela 5, constata-se o teor de compostos fendlicos e a atividade

antioxidante total (AAT) in vitro nas farinhas do bagaco de azeitonas bruto e

tratado.



Tabela 5 Fendlicos totais e atividade antioxidante total (AAT) in vitro pelos métodos B-caroteno, DPPH e ABTS, nas
farinhas do bagaco de azeitonas bruto e tratado

Atividade antioxidante

Fendlicos B-caroteno ABTS
Amostras totais 1 (% de DPPH (um de trolox/g de
GAE.100 g’ inibicdo)*
(mg g) inibi¢do) (EC50) mg/L gde a]r)nlg)litéa/ g de % de inibigiio™* amostra)
HQ 691,18b 55,82b 394,90b 33,73b 32,56¢ 1003,57b
Na2 568,51b 57,52b 382,67b 32,68b 30,11c 1001,91b
Es 645,70b 59,79b 547,14a 46,73a 23,61d 660,10c
HF 736,96b 60,26ab 287,51c 24,56¢ 42,67b 1107,03b
Nal 710,00b 57,83b 356,70bc 30,47bc 34,98¢ 1009,79b
B 1680,44a 64.91a 159.85d 13.65d 75.13a 2429.71a

Valor médio na matéria seca, n=3

*Valor na concentracdo (1:1) de 740,74mg/L.

“Valor na concentragio (1:1) de 250mg/L

HQ — 4dgua quente; Na2 — NaCl 2%; Es - estufa 55 graus 24h; HF — 4gua fria; Nal — Na Cl 1%; B — bruto

L8
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Analisando o teor de fendlicos totais verifica-se que todas as farinhas
tém concentracdo elevada de fendlicos, se comparada com os teores obtidos em
certas frutas, como a manga, cujo conteido varia de 8,71 a 193,36 mg de
equivalentes de dcido galico (GAE).100 g'1 da matéria fresca (MA et al., 2011) e
a goiaba vermelha, teores de 170,0 a 300,8 mgGAE.100 g"' de massa fresca. No
entanto, o maior contetido obtido foi com o uso do bagaco de azeitonas bruto,
aproximadamente 1.680 mgGAE.100g" da matéria seca, superior ao encontrado
no agai, considerado boa fonte desses compostos, com teor aproximado de 1.500
mgGAE.100 g’ na matéria seca (RUFINO et al., 2011). A presenga de sementes
trituradas no bagago bruto e no tratado também contribui para essa concentracao,
por elas apresentarem quantidades significativas desses compostos
(RODRIGUEZ et al., 2008).

Constata-se, ainda, que, nas farinhas obtidas com o bagago de azeitonas
submetido a diferentes tratamentos, o teor de fendlicos totais reduziu
significativamente, em rela¢do a farinha obtida com o bagaco bruto, com perdas
variando de 56% (para a amostra tratada com 4gua fria) a 66% (para a amostra
tratada com solucdo salina a 2%). No entanto, entre os tratamentos empregados,
ndo houve diferenca significativa. Essa perda demonstra a natureza hidrofilica
dos compostos fendlicos presentes no bagaco, sendo eliminados em solugdes
aquosas com reducdo, pelo menos em parte, do amargor caracteristico das
azeitonas. Isso € evidenciado no processamento de azeitonas de mesas, em que
os compostos fendlicos sdo parcialmente removidos por hidrélise e por difusdo e
dilui¢do em salmoura. E, com a renovacdo da salmoura, ocorrem a eliminagao e
a diluicdo desses compostos, acelerando, assim, o processo de diminuicdo do
amargor tipico das azeitonas verdes (NYCHAS et al., 2002; PANAGOU et al.,
2008).

Os azeites de oliva apresentam concentra¢cdo muito menor de compostos

fendlicos que o bagaco de azeitonas, mesmo considerando o uso dos tratamentos
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aplicados. Em relacdo ao bagago bruto, essa concentracdo pode ser cerca de 100
vezes menor, como se verifica no estudo de Longobardi et al. (2012) que
obtiveram conteddo de fendlicos totais variando de 109,94 a 212,59 mgGAE.kg
'. Contudo, a quantidade e o tipo de fendlicos nas azeitonas sdo influenciados
por vdrios fatores, como a maturidade, a cultivar e o clima (MENZ;
VRIESEKOOP, 2010) e ainda no azeite, pelas condi¢cdes de processamento, o
que ird gerar bagacos com contetdos variados.

Os compostos fendlicos nos azeites influenciam as propriedades
sensoriais, como cor, aroma e amargor, e, por possuirem propriedade
antioxidante, evitam o rango oxidativo, comum em produtos ricos em acidos
graxos mono e polinsaturados, como é o caso também dos bagacos de azeitonas
da extracdo dos azeites e, além disso, pela propriedade anti-radicais livres,
muitos estudos relacionam esses compostos ao efeito protetor a saide humana
(VINHOLES et al., 2011).

Portanto, ao se avaliar a atividade antioxidante nas farinhas, nos trés
ensaios in vitro, como descrito na Tabela 5, constata-se que a farinha obtida com
o bagaco de azeitonas bruto apresenta boa atividade antioxidante,
aproximadamente 65%, no controle do dano oxidativo causado pelo radical
peroxil obtido pelo teste de B-caroteno-acido linoleico. Contudo, ndo diferiu
estatisticamente da farinha obtida com o tratamento do bagaco em &4gua fria,
apesar de se verificar uma reducdo dos fendlicos totais de 56,14% com esse
tratamento, o que pode indicar que outros fatores estejam contribuindo para essa
atividade. Mas, a farinha com o bagaco de azeitonas bruto teve uma atividade
antioxidante superior a das demais farinhas tratadas. Nessas, os tratamentos
propiciaram queda da atividade antioxidante variando de aproximadamente 8%
(para a amostra tratada em estufa) a 14% (para a amostra tratada em solucdo
salina). Assim, evidencia-se que uma redugcdo dos compostos fendlicos

configura uma queda na atividade antioxidante, mas ndo em uma relagdo 1:1,
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indicando que outros fatores, presentes no meio e ndo extraidos pelos
tratamentos, podem estar envolvidos com essa atividade no teste aplicado e/ou
que existem diferencas na capacidade antioxidante entre os compostos fendlicos
presentes no meio. Diferentes estudos t€m demonstrado que a atividade
antioxidante de alguns desses compostos diferem de forma individual ou
combinados. A mais alta atividade foi encontrada com compostos fendlicos que
ttm 3,4-di-hydroxyl e 3,4,5-tri-hydroxy ligados a um anel aromadtico
(oleuropeina e alguns de seus derivados, tal como 3,4-DHPEA-EDA) e algumas
flavonas, como luteolina e apigenina (HAMDENA et al., 2009). Assim,
dependendo da concentracio e do perfil fendlico no bagago de azeitonas, tém-se
alteracdes na capacidade antioxidante, se a maior parte dos fendlicos é de
ligstrosideo agliconas e tirosol, os quais sdo monofendis que tendem a apresentar
pouca ou nenhuma atividade antioxidante. Se forem os difendis, como o
hidroxitirosol, verifica-se uma atividade antioxidante mais elevada (SAURA-
CALIXTO; GONI, 2006).

Considerando o modelo de captura do radical DPPH, a farinha com o
bagaco de azeitonas bruto demonstra uma considerada porcentagem de inibicdo
(75%), sendo superior ao primeiro método, sistema [-caroteno, porém,
igualmente elevada em relacdo as demais farinhas. No entanto, nestas constata-
se que os tratamentos aplicados propiciaram quedas maiores na atividade
antioxidante, de 43% (para a amostra com o bagaco de azeitonas tratado com
dgua fria) a 69% (para o bagaco de azeitonas tratado em estufa). Verifica-se que,
além da dgua, o processo de secagem, no caso do uso de temperaturas, também
pode contribuir para a reducdo de compostos antioxidantes, entre eles os
fendlicos.

Com esse método pode-se evidenciar maior relacdo entre a queda dos

fendlicos totais, nos tratamentos aplicados (56% a 66%), com a queda na
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atividade antioxidante (43% a 69%), sugerindo uma melhor correlagcdo entre
esses dois fatores.

Entre as farinhas tratadas, a obtida do bagaco de azeitonas tratado com
dgua fria foi a com maior porcentagem de inibi¢do (43%), seguida das farinhas
em que o bagaco foi tratado com solucgdo salina a 1%, com dgua quente e com
solucdo salina a 2%, que ndo diferiram entre si. O menor valor foi para a farinha
em que se utilizou o bagaco de azeitonas bruto, porém, com o emprego do
tratamento térmico em estufa para o processo de secagem e obtencdo da farinha.

Quanto ao EC (50) obtido para o DPPH, notam-se valores elevados, se
comparados aos dos estudos de Obied et al. (2007) e Obied, Prenzler e Robards
(2008), que obtiveram valores menores que 50 ppm, o que indica baixa atividade
antioxidante nas farinhas dos bagagos de azeitonas pesquisados. Porém, se
comparada a atividade de frutas e vegetais, considera-se elevada. No entanto,
verifica-se que a farinha do bagago bruto obteve o menor valor para o EC (50),
indicando maior atividade antioxidante em relacdo as farinhas tratadas, as quais
seguem a ordem crescente de EC (50) de HF, Nal, Na2, HQ e Es. Sendo assim,
esta ultima apresentou a menor atividade antioxidante. Verifica-se, ainda, que
uma menor relacdo ente g de amostra/g de DPPH foi obtida na farinha do bagaco
de azeitonas bruto, diferindo significativamente das demais amostras, o que
indica melhor poder antioxidante.

Uma boa atividade antioxidante também foi encontrada em todas as
farinhas usando o método do radical ABTS. Contudo, a maior atividade foi
observada na farinha obtida com o uso do bagaco bruto, diferindo
estatisticamente das demais. Os tratamentos conduziram a uma queda da
atividade antioxidante também alta, de 54% a 73%, demonstrando boa relacdo
com conteiido de fendlicos totais, ja4 que estes também tiveram uma queda
significativa com os tratamentos aplicados. Entre as farinhas tratadas evidencia-

se que a com maior atividade antioxidante foi a amostra em que o bagago de



92

azeitonas foi tratado com dgua fria, ndo diferindo das amostras em que o bagago
foi tratado com 4gua quente, solucdo salina 2% e solugdo salina 1%. A menor
atividade foi obtida para a amostra em que o bagaco, apesar de bruto, foi
submetido ao tratamento térmico em estufa. A atividade antioxidante encontrada
nas farinhas supera em, aproximadamente, 60 vezes a obtida em azeite de oliva,
conforme o estudo de Calixto e Goiii (2006) e também a encontrada em frutas,
como verificado em polpas de goiabas, 18,03 a 32,25 pMtrolox/g da matéria
fresca (THAIPONG et al., 2006) e na polpa de acai, 55,79 pmol de trolox/g da
matéria seca.

A presenca de substdncias antioxidantes em alimentos contribui para a
manuten¢do de suas caracteristicas sensoriais, por impedir a hidrélise oxidativa
de alguns constituintes e a preservagdo do crescimento de certos micro-
organismos. Por isso, o uso de certas substancias antioxidantes sintéticas, porém,
sua ingestdo ndo tem sido benéfica a saide humana (GHISALBERTI, 1998
citado por LAFKA et al., 2011). Portanto, a substituicio desses constituintes se
faz necessaria e a alternativa seriam as fontes naturais de antioxidantes, como €
o caso evidenciado do residuo da extracdo do azeite de oliva.

Além disso, sabe-se bem que uma série de doencas humanas, como
cancer, aterosclerose, problemas cardio e cerebrovasculares, diabetes, disfuncio
do sistema imunolégico e doencas neurodegenerativas, estd relacionada a acdo
deletéria dos radicais livres e, portanto, na dieta, faz-se necessdria a presenga de
alimentos fontes de antioxidantes, como pode ser constado no residuo da

extracdo do azeite de oliva pesquisado.
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4 CONCLUSOES

Todos os cinco tratamentos aplicados ao residuo conservam os
compostos quimicos (proteinas, lipideos e fibras soldveis). Apesar de terem sido
encontradas diferencas significativas no contetido de fibra insolivel entre os
tratamentos, todas as farinhas apresentaram valor considerdvel desse
polissacarideo.

Em se tratando da composi¢do de minerais, a maior parte deles foi
encontrada em teor elevado na farinha obtida do residuo bruto, destacando-se o
alto teor de potdssio, sobretudo na farinha tratada com 4gua a temperatura
ambiente e a baixa toxicidade em todas as farinhas, no que se refere a
concentra¢do do metal Pb.

Em todas as farinhas constatou-se a presenga dos 4cidos graxos
palmitico, oleico e linoleico, com menor valor desse ultimo, sendo os teores de
acido oleico de médio (55-65%) a elevado (>65%).

As farinhas avaliadas diferiram quanto ao perfil e a concentracdo de
acidos organicos, tendo o 4cido oxdlico sido o Unico encontrado em todas as
amostras, mas em maior concentracdo na farinha em que se utilizou o NaCl 2%
e a menor para o residuo bruto. O emprego do tratamento térmico conduziu a
uma perda dos dcidos organicos, tartdrico citrico e malico.

Todos os tratamentos propiciaram queda significativa nos teores dos
compostos fendlicos totais, ndo existindo diferencas entre eles, o que demonstra
a natureza polar desses compostos e sugere uma possivel reducdo no amargor
dessas farinhas.

A diminui¢do dos compostos fendlicos gerou queda na capacidade
antioxidante in vitro das farinhas obtidas do residuo da extracdo do azeite de

oliva nos cinco tratamentos empregados. Apesar disso, evidenciou-se que essas
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farinhas continuavam tendo propriedade antioxidante expressiva, se comparadas
a algumas frutas.
Dentre os testes utilizados, o emprego da dgua fria constitui boa opcao

para o tratamento do residuo da extracdo do azeite de oliva.
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CAPITULO 3

Efeito da farinha do residuo da extracao do azeite de oliva em dietas ricas

em colesterol utilizadas por ratos Wistar

RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, avaliar o efeito da farinha obtida do
bagaco de azeitonas oriundo da extragdo do azeite de oliva da cultivar
Arbequina, do sul de Minas Gerais, na dieta de ratos Wistar. Foram utilizados 42
ratos machos, adultos, distribuidos em 7 grupos conforme designacdo: controle
positivo (C+) com dieta padrio AIN — 93M durante todo o experimento;
controle negativo (C-) com dieta indutora da elevacdo do colesterol (4% de
GVH, 0,7% de colesterol el % de acido célico); FT1%, grupo com dieta indutora
da elevag@o do colesterol mais 1% de farinha do bagaco tratado; FT5%, grupo
com dieta indutora de elevag¢do do colesterol mais 5% de farinha do bagago
tratado; FT10%, grupo com dieta indutora da elevacdo do colesterol mais 10%
de farinha do bagago tratado e FB1%, grupo com dieta indutora da elevagdo do
colesterol mais 1% de farinha do bagaco bruto. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado e, para as andlises estatisticas, as diferencas de p<0,05
foram consideradas significativas pelo teste de Tukey. Foram feitas as anélises
de ingestao alimentar, desenvolvimento ponderal, peso das fezes, digestibilidade
fendlica e lipidica e, apds o sacrificio dos animais, o sangue e o figado foram
coletados para a realizagdo de lipidograma, andlises das aminotransferases, AST
e ALT, peso e histologia hepatica. Os diferentes grupos ndo apresentaram
alteracdes no CMD, GMD, CEA e IMC, mostrando que a introdugdo das
farinhas ndo promoveu altera¢cdes no consumo alimentar e no desenvolvimento
dos animais. As dietas apresentaram digestibilidade lipidica entre 94% e 98% e
fendlica entre 73% e 84%. Porém, FB1% teve maior teor de lipideo excretado,
ndo diferindo do grupo FT10% e C-, o que sugere alguma influéncia do teor de
fibras da farinha. O aumento do consumo de fendlicos (grupo FT10%)
promoveu maior perda fecal desses compostos (44 mg), o que sugere a obtencao
de fezes mais escuras. Todos os grupos submetidos as dietas indutora da
elevagdo do colesterol ndo diferiram estatisticamente quanto a glicemia caudal
do controle C+. A adicdo das farinhas do bagaco de azeitonas da extracdo do
azeite de oliva bruto e tratado ndo teve efeito positivo sobre colesterol total
plasmadtico, LDL-c, HDL-c, mas o grupo FT'1% obteve niveis de TAG e VLDL-
c semelhante ao grupo Controle C+. Nivel elevado de ALT, em relagdo ao
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grupo C+, foi constatado para o grupo que recebeu a dieta indutora da elevagado
do colesterol com introducdo de 5% da farinha do residuo. Os demais grupos
ndo diferiram do controle C+. As andlises do peso e histologia hepdtica
revelaram acimulo de lipidios hepaticos, com aumento do peso do 6rgdo, o que
pode ser caracteristica de esteatose hepatica, em todos os grupos que receberam
a dieta indutora da elevacdo do colesterol sérico, mesmo com a introducdo da
farinha do bagacgo de azeitonas. A farinha do bagaco de azeitonas, apesar de ter
apresentado alto teor fendlico, ndo foi eficaz na prevengdo da elevacdo do
colesterol sérico, quando introduzida em dietas com perfil lipidico favoravel a
esse aumento. Isso sugere que os compostos fendlicos presentes no bagaco de
azeitonas, mesmo em grande concentracdio, ndo exercem efeito
hipocolesterolémico.

Palavras-chave: Residuo do azeite de oliva. Estudo em ratos. Dieta indutora da
elevacdo do colesterol. Lipideos séricos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the flour effect obtained
from olive pomace come from the extraction of olive oil - Arbequina
cultivar - in southern Minas Gerais, in the diet of rats Wistar. Forty-two
rats male, adults were used, divided into 7 groups as designated: positive
control (C+) with standard diet AIN - 93M throughout the experiment;
Negative Control (C-) inducing diets of increase cholesterol (4% GVH,
0.7% cholesterol and 1% cholic acid); FT% group with inducing diets of
increase cholesterol plus 1% flour of treated residue; FT5%, group with
inducing diets of increase cholesterol plus 5% flour of treated residue;
FT10% group with inducing diets of increase cholesterol plus 10% flour of
treated residue and FB 1% group with inducing diets of increase cholesterol
plus 1% flour of raw residue. The design was completely randomized and
the statistical analyzes the differences of p<0.05 were considered
significant by Tukey test. Analyses were made of food intake, weight gain,
stool weight, phenolic and lipid digestibility and after killing the animal the
blood and liver were collected to perform the lipid profile,
aminotransferases analysis, AST and ALT, weight and liver histology.
Different groups showed no changes in the CMD,GMD, CEA BMI
Showing that the introduction of flour did not change in food intake and
development of animals. The diets had lipid digestibility between 94 and
98% and phenolic from 73 to 84%. However, the FB1% had higher lipid
content excreted did not differ from FT10% group and C- which suggesting
some influence of flour fiber content. The increased consumption of
phenolic, (FT10% group), promoted higher fecal loss of these compounds
(44 mg), which suggests getting darker stools. All groups submitted to
inducing diets of increase cholesterol did not differ statistically as to the
glycemia caudal of the control C+. The flour addition of olive pomace from
the raw olive oil extraction and treated had no a positive effect on
plasmatic total cholesterol, LDL-c, HDL-c, but the FT1% group had levels
of TAG and VLDL-c similar to Control C+ group. High ALT level, in
relation to the C + group was observed for the group that received inducing
diets of increase cholesterol with the introduction 5% of flour residue. The
other groups did not differ from control C+. The weight analysis and liver
histology revealed accumulation of hepatic lipids with increased of organ
weight, which may be characteristic of hepatic steatosis in all groups that
receiving the inducing diets of increase serum cholesterol, even with the
introduction of olive pomace flour. The flour of olive pomace, despite
having high phenolic content was not effective in preventing the increase
serum cholesterol when introduced in diets with a favorable lipid profile to
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this increase. This suggests that the phenolic compounds present in the
olive pomace, even in high concentration, does not exert
hypocholesterolemic effect.

Keywords: Olive oil residue. Study in rats. Inducing diets of increase
cholesterol. Serum lipids.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da oliveira (Olea europaea L.) vem despontando no Brasil,
objetivando, além de outros, a producdo do azeite de oliva. Com isso, surge a
preocupacdo com o descarte do bagaco de azeitonas gerado pelas inddstrias. Em
média, 100 kg de azeitonas produzem cerca de 20 kg de azeite, sendo gerado o
bagaco, que ainda permanece com considerado teor de nutrientes e outros
compontes de valor, porém, muitas vezes é descartado de forma inadequada,
poluindo o meio ambiente.

O bagaco de azeitonas produzido na extracdo do azeite de oliva na
cidade de Maria da Fé, Minas Gerais, € oriundo do sistema de duas fases de
centrifugacdo e constitui uma massa pastosa formada por polpa, sementes e
dgua. Assim como o azeite de oliva, esse tipo de residuo representa uma fonte de
compostos antioxidantes, sobretudo os polifendis, além de perfil lipidico com
maior relacdo insaturado versus saturados.

O azeite de oliva, em virtude desses componentes, é considerado um
alimento benéfico a saide humana por ser capaz de atuar, principalmente, como
fator protetor das doencas cardiovasculares. Esse beneficio é amplamente
estudado e € conferido aos seus polifendis, que representam apenas 2% do
contetdo total das olivas, sendo o restante eliminado e retido no bagaco pela
grande natureza polar da maioria dos compostos.

A importancia dos polifendis € atribuida ao seu poder antioxidante que
exerce papel de destaque na prevencdo de vdrias patologias, por evitar os danos
oxidativos ocasionados pelo desequilibrio entre os radicais livres e os sistemas
antioxidantes do organismo e também pela ingestdo desses produtos ja
formados, em algumas situagdes em exagero, pelos processamentos empregados
nos alimentos. Assim, crescem o0s estudos sobre esses residuos, principalmente

buscando o isolamento dessas substancias antioxidantes (LAFKA et al., 2011;
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OBIED; PRENZLER; ROBARDS, 2008; RODRIGUEZ et al., 2007). Dessa
forma, é necessdrio ampliar os conhecimentos sobre o efeito desse residuo no
sistema biolégico, quando introduzido na matriz alimentar, ji que existe a busca
constante por alternativas alimentares que sejam eficazes em reduzir o risco de
patologias cujo fator desencadeante € o estresse oxidativo.

Baseado nessas evidéncias, este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito da farinha obtida do residuo da extragdo do azeite de oliva da
regido sul de Minas Gerais, em sua forma bruta e tratada, na dieta de ratos
Wistar, de maneira a verificar a atuacdo dos seus componentes, sobretudo os

compostos fendlicos no controle lipidémico desses animais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

A amostra do bagaco de azeitonas foi obtida pela extracdo do azeite de
oliva, cultivar Arbequina, em marco de 2012, pelo sistema de duas fases,
realizado na fazenda experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria de
Minas Gerais (EPAMIG) de Maria da Fé, regidao do sul de Minas Gerais. O
bagago foi armazenado em embalagens de polietileno e congelado, a -40 °C,

para posterior utilizagdo.

2.2 Tratamento da amostra e obtenciao das farinhas

O bagago de azeitonas foi submetido ao tratamento em dgua a
temperatura de 25 °C sob imersao, na propor¢do de 1:1 p/v, por duas horas. A
determinacdo desse tempo de permanéncia em solucdo foi estabelecida mediante
a realizacdo de pré-testes, de forma a conseguir menor perda significativa de
fendlicos totais. Apds a filtragem do residuo em peneira de malha 20 (ABNT 20)
com o descarte da solugdo aquosa, esse foi submetido ao processo de liofilizacao
(L108, Lio top). Para a obtencdo da farinha, os bagacos de azeitonas bruto e
tratado liofilizados foram triturados em moinho de facas e, durante esse

processo, parte das sementes foi triturada e a outra, eliminada.

2.2.1 Composicao centesimal das farinhas do residuo da extraciao do azeite

de oliva

A composi¢do centesimal foi realizada nas farinhas do bagago de

azeitonas bruto e tratado, conforme Association of Official Analytical Chemists
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- AOAC (1990). O extrato ndo nitrogenado (ENN) foi obtido por diferenga. Os
resultados foram expressos em porcentagem. Essa andlise foi realizada para a
obtencdo dos valores médios dos compostos de cada farinha e, assim, efetuar os

ajustes necessdrios no padrao da AIN — 93M.

2.2.2 Ensaio in vivo e composicio quimica da dieta

A pesquisa teve inicio mediante o parecer favoravel do Comité de Etica
da Universidade Federal de Lavras, protocolo nimero 030/11, de 24 de
novembro de 2011 (Anexo I)

O ensaio com os animais experimentais foi conduzido no Laboratério de
Nutricdo Experimental da Universidade Federal de Vigosa, campus de Rio
Paranaiba. Os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério Santa
Cecilia, na cidade de Lavras, MG e as andlises da composicdo centesimal e de
fendlicos totais, nos laboratérios do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras.

Para o ensaio in vivo foram utilizados 42 ratos (Rattus norvegicus),
machos adultos, albinos da linhagem Wistar, adquiridos do biotério central da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), com peso médio de 133 g.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 22 °C, recebendo dgua potdvel e dieta,
ambos ad libitum.

As dietas oferecidas aos animais tiveram sua composi¢do baseada na
formulagdo padrao recomendada pelo American Institute of Nutrition AIN-93M
para fase de manutencdo (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

O periodo experimental durou 84 dias e foi dividido em trés fases,

sendo: fase 1, adaptacdo; fase 2, introducdo da dieta para indu¢do do aumento do
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colesterol sérico e a fase 3, introducdo das farinhas obtidas do residuo bruto e
tratado.

Na fase 1, os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos
com sete animais, evitando-se eventuais diferencas intergrupais no peso
corporal. Todos os grupos receberam a dieta padrdo, AIN-93M, durante sete
dias, com a finalidade de adaptacdo.

Na fase 2, seis grupos de animais, com exce¢do do grupo controle, AIN-
93M, receberam a dieta padrdo modificada no seu perfil lipidico, para induzir a
elevacdo do colesterol sérico. Nos primeiros 17 dias, essa dieta foi constituida de
5% de lipidio, sendo 3% de gordura vegetal hidrogenada e 2% de 6leo de soja,
acrescida de 0,1% de acido cdlico e 0,7% de colesterol. Posteriormente, em
virtude de uma andlise do colesterol sanguineo caudal utilizando aparelho
accutrend plus, verificou-se a necessidade de elevar o teor lipidico da dieta para
6%, aumentando a quantidade de gordura vegetal hidrogenada para 4%, no
intuito de propiciar maior elevacao do colesterol sérico.

Na fase 3, decorridos 32 dias em uso de dieta indutora da elevacio do
colesterol, quatro grupos comecaram a receber, acrescidas nessa dieta,
quantidades estabelecidas da farinha do bagaco de azeitonas da extracdo do
azeite de oliva, com substitui¢do das fontes glicidica, lipidica e proteica, da dieta
padrio, conforme a caracterizagdo quimica das farinhas, de forma que as dietas
ficassem isoenergéticas, isoglicidicas e isoproteicas. Assim, trés grupos
receberam nas dietas o acréscimo de 1%, 5% e 10% da farinha do bagaco de
azeitonas tratado, e um grupo recebeu o acréscimo de 1% da farinha do bagaco
bruto. Tais dietas foram introduzidas para consumo por um periodo de 28 dias.

Portanto, no experimento, t€ém-se seis diferentes dietas modificadas

seguindo o padrdo da AIN - 93M e definidas conforme apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 Composicédo das seis dietas oferecidas aos animais experimentais (g/kg)

Ingredientes Dieta Dieta** Dieta** Dieta** Dieta** Dieta**
(C+) (C-) FT1% FT5% FT10% FB1%
glkg
Amido de milho 445,69 437,69 432,49 411,60 385,70 432,30
Amido dextrinizado 155 155 155 155 155 155
Caseina 140 140 138,90 134,80 129,60 139
Sacarose 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja 60 20 18,20 10,90 17,0 18,20
G.V.H* - 40 40 40 40 40
Celulose 50 50 48,10 40,40 30,70 48,20
Pré-mix mineral 35 35 35 35 35 35
Pré-mix vitaminico 10 10 10 10 10 10
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Terbutil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
Colesterol --- 7 7 7 7 7
Acido célico 1 1 1 1 1
Farinha do bagacgo de azeitonas bruto --- - - --- --- 10
Farinha do bagaco de azeitonas . - 10 50 100 -—-
tratado
Total (g) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

*GVH: Gordura vegetal hidrogenada
**Dieta indutora da elevagdo do colesterol administrada nesses grupos por 77dias
C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha

do bagaco de azeitonas tratado; FT5% = 5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagacgo de azeitonas bruto

01T
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As dietas foram preparadas quinzenalmente e, para minimizar a
oxidacdo das fontes lipidicas, fendlicas e de vitaminas, todas foram armazenadas
em embalagens de polietileno protegidas da luz e conservadas, a -15 °C, até o
dia anterior ao consumo, quando passaram para refrigeracdo (4 °C) e, em
seguida, para temperatura ambiente, antes da distribui¢do aos animais. Na Figura

1 ilustra-se a forma de conducio do experimento.

ANIMATS EXFERTMENTAIS

s - FT1% FT5% FT10% FE1%
| 1 | 1 |
-".D-".P-"I{\';ED - TDIAS DIETA ATW - 93M
| 1 1 1 1 1
CIETA CONSUMINDO DIETA INDUTOR A DAELEVACAD DO COLESTEROL — 17 DIAS

AL - 33 3% GVH = 2% 610 da zojz+ colasterol & 2cido colico (7:1) |
CONSTMINDG DIETA INDUTORADAELEVACAD DO COLESTEROL - 31 DIAS
4% GVH = 2% d= ol=o d= soja + colesterol = 2cido colico {7:1)
I 4% - DIETA: 4%
DIETA: 4% GVH E’E}jzf‘“g‘?{.: GVH = 29 de
Tidedleodesojs _RTRORAORRNE g e ojat
+ colesterol 2 2cido —-_.r.rle:t—;:mle '{b colesteral 2
colico (T:1) + 1% colico{7:1) + 5% irido calico \
DAFARINHADO DAFARINHADO (.13 + 10% BAGATODE
EAGACOTE BAGACODE  DAFARINHA  AZeToMa
_L%th_;: AZEITONAS DO BAGACO BRUTO
ADO DO LE e
{28 dizs) TRATADS AZEITONAS 184z
(28 diag) TRATADO
(28 dias)
ANALIZPS: Consumo médio dirio, Ganho de peso médio difrio, Indice de messa o 2], Cosficients

de sficacia alimentar, Conteido de lipideos e Bnolicos totsis nas Bxes, (licemis capilar candal,
Lipidograms, transsminzzes AST ATT = Histologiz hepaticz

Figura 1 Diagrama das etapas do experimento in vivo

2.2.3 Controle da ingestdo alimentar e desenvolvimento ponderal

O consumo alimentar dos animais experimentais foi avaliado a cada dois
dias e o peso, semanalmente. Na primeira e na dltima semana de experimentacio

foi medido o comprimento naso-anal dos animais, para calcular o indice de
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massa corporal (IMC), sendo IMC = peso (g)/comprimento (cm)* (NOVELLI et
al., 2007).

O controle do consumo de racdo e o desenvolvimento ponderal
permitiram os cdlculos de consumo médio didrio (CMD), ganho de peso médio
didrio (GMD) e coeficiente de eficdcia alimentar (CEA), por meio da equagdo:
CEA = [ganho de peso (g)] / [consumo alimentar (g)], com a finalidade de se
verificar a relacdo entre ganho de peso e o consumo alimentar (PELLET;

YOUNG, 1980).

2.2.4 Determinacao dos compostos fendlicos totais nas amostras

Os compostos fendlicos foram determinados nas dietas elaboradas para
0 ensaio in vivo e nas fezes dos ratos ao final do experimento. Para tanto,
realizou-se a extragdo dos compostos fendlicos, em que 1 g de amostra foi
adicionado em 40 mL de élcool metilico 50%, homogeneizado e mantido a
temperatura ambiente, protegido da luz, por 1 hora. A solugdo foi centrifugada a
23,713 g, por 17 minutos. O sobrenadante foi coletado e foram adicionados 40
mL de acetona 70%, sendo homogeneizado e deixado em repouso por 1 hora.
Ap6s nova centrifugacio, coletou-se o sobrenadante, adicionou-se ao primeiro e
completou-se o volume para 100 mL, com dgua destilada. O teor de fendlicos
totais foi obtido pelo método de Waterhouse (2002), empregando-se o reagente
Folin-Ciocalteu e os resultados foram expressos em equivalentes de dcido gédlico

(mgGAE.100 g™).

2.2.5 Analises da digestibilidade lipidica e dos fendlicos totais

A ingestdo alimentar foi utilizada para o cdlculo do coeficiente da

digestibilidade lipidica e digestibilidade dos fendlicos totais, que consiste na
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diferenca entre o que foi ingerido destes compostos e a excrecdo fecal, dividida
pela quantidade ingerida, multiplicada por 100 (HEREDIA et al., 2007).

Durante os trés dltimos dias do experimento, todas as fezes produzidas
pelos animais foram coletadas por grupo, armazenadas em potes plasticos com
tampas e congeladas, a -15 °C. Posteriormente, foram pesadas e trituradas de
maneira a obter um p6é homogéneo para avaliagdo do teor de lipideos, pelo
método Shoxlet da AOAC (1990) e dos fendlicos totais, pelo método de Folin
Cicateu (WATERHOUSE, 2002).

2.2.6 Sacrificios dos animais e coleta de amostras

Ao término do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 12
horas, pesados e analisada a glicose capilar caudal por meio do aparelho
Accutrend plus. Posteriormente, foram anestesiados, usando o anestésico
tiopental, na dosagem de 40 mg/kg de peso do animal a 2,5% (CARREGARO;
CASTRO; MARTINS, 2005), e sacrificados. O anestésico foi aplicado com
agulhas de tamanho 25x5 mm, na metade posterior do abdome (PAIVA;
MAFFILI; SANTOS, 2005), mediante a conten¢do dos animais, erguendo-os
pela pele do dorso na altura do pescogo.

Em seguida, efetuou-se a seccdo abdominal e tordcica com a coleta das
amostras de sangue na artéria aorta, o que promoveu a morte dos animais por
parada cardiaca, devido a hipovolemia. O sangue coletado foi transferido para
tubos de ensaio, sem anticoagulante e centrifugado, a 4.000 rpm, por 10
minutos. O soro obtido foi armazenado sob refrigeracdo (-4 °C) e utilizado na
avaliac@o do lipidograma e das aminotransferases, AST e ALT.

Apds a morte do animal, ele foi eviscerado, com a retirada do figado

para anélise histoldgica.
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As carcacas dos animais foram congeladas para posterior descarte

(ALMEIDA, 2003).

2.2.7 Analise do lipidograma e das aminotransferases

Para as andlises de colesterol total e triacilgliceréis, utilizou-se o método
colorimétrico-enzimaético trinder e, para HDL-c, o método acelerador-detergente
seletivo (inibigdo seletiva) com kits comerciais Labtest. Para a obtencdo do valor
da LDL-c foi feito célculo a partir da dosagem do colesterol total, triacilglicerol
e HDL-c, segundo a equacgdo de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), em que
LDL colesterol mg/dL= colesterol total - HDL-c - (triglicerideos/5), e o valor da
VLDL-c foi estimado a partir da dosagem de triacilgliceréis dividido por cinco.
Para as aminotransferases foi utilizada a metodologia cinética-UV dos kits

comerciais Labtest.

2.2.8 Analise do peso do figado e da histologia hepatica

Os figados dos animais foram lavados com solucdo salina (0,9%),
pesados e seccionados em locais padronizados, parte do lébulo esquerdo e
armazenados em formaldeido 10%. Posteriormente, as amostras foram
novamente seccionadas, com padroniza¢do do tamanho em 2 cm e mantidas em
etanol 70%, até o momento da inclusdo em parafina.

Os cortes hepdticos de 4 um, em micrétomo rotativo (Reichert-jung
2045 Multicut, Germany), foram corados por hematoxilina-eosina (H&E) e
analisados sob microscopia de luz (Olympus BX 41), para uma andlise

qualitativa quanto a histologia desses tecidos (ALMEIDA, 2003).
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2.3 Analise estatistica

Efetuou-se a estatistica descritiva e o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). Para o ensaio bioldgico, foram
utilizados seis tratamentos com sete repeticdes. Os dados obtidos de cada andlise
foram expressos como média+desvio padrdo. Utilizou-se a andlise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste Tukey, de forma a verificar diferengas
significantes, a p<0,05, pelo software Sisvar (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao centesimal das farinhas dos bagacos de azeitonas bruto e

tratado

Os teores de lipidio, proteinas, fibra bruta, cinzas e extrato ndo
nitrogenado das farinhas obtidas do bagaco de azeitonas, da extracdo do azeite

de oliva, bruto e tratado, podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 Composi¢ao centesimal das farinhas obtidas do bagaco de azeitonas, da
extracdo do azeite de oliva, bruto e tratado liofilizado e triturado

Pardmetros Farinha do bagaco bruto Farinha do bagaco tratado
Lipidio (%) 18,05+£0,07a 18,25+£0,07a
Proteina (%) 10,50+0,35a 10,33+0,25a
Fibra bruta (%) 18,00+0,57a 19,2540,50a
Cinzas (%) 5,11+0,27a 4,53+0,12a
ENN* (%) 34,72+40,50b 38,31+0,48a
Umidade (%) 13,80+0,05a 9,34+0,04b

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Valor médio+desvio padrdo, n=2
*ENN: extrato ndo nitrogenado

Verifica-se, pelos dados da Tabela 2, que ndo ha diferenca (p>0,05)
entre as duas farinhas, quanto aos valores de lipideos, proteinas, fibra bruta e
cinzas, indicando que o tratamento aplicado ndo influenciou essa composi¢ao.
Consideravel teor de lipideo pode ser evidenciado nas duas farinhas. Como
mencionado por Menz e Vriesekoop (2010), a quantidade de lipidio retida no
residuo pode ser muito varidvel, principalmente conforme a variedade da
azeitona, o grau de maturacdo e a tecnologia empregada na extracdo. Os teores
de lipidios foram superiores aos de Vera et al. (2009), que registraram valores de

16,5% e os de Alburquerque et al. (2004), de 11,1%.



117

3.2 Consumo alimentar, ganho de peso, coeficiente de eficicia alimentar e

indice de massa corporal

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios didrios obtidos do
consumo das dietas, do ganho de peso, o coeficiente de eficicia alimentar e o

indice de massa corporal dos ratos, durante a fase experimental.



Tabela 3 Valores médios didrios de consumo das dietas (CMD), ganho de peso médio didrio (GMD), coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) e indice de massa corporal (IMC) dos animais, durante o experimento

Grupos CMD(g) GMD (g) CEA IMC inicial (g.cm”)  IMC final (g.cm”)
C+ 19,060,84ns 3,40+0,41ns 0,18+0,01ns 0,4620,03ns 0,8420,08ns
C- 18,69+0,86ns 3,22+0,38ns 0,170,02ns 0,48+0,04ns 0,80+0,08ns

FT1% 18,90+1,01ns 3,22+0,49ns 0,17+0,02ns 0,46+0,03ns 0,79+0,08ns

FT5% 19,460,34ns 3,24+0,38ns 0,17+0,02ns 0,47+0,06ns 0,80%0,06ns

FT10% 19,73+0,97ns 3,18+0,56ns 0,160,02ns 0,4620,03ns 0,750,07ns

FB1% 19,311,13ns 3,61+0,51ns 0,19+0,03ns 0,47+0,03ns 0,8120,07ns

ns — ndo significativo, pelo teste F, na coluna

C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha
do bagago de azeitonas tratado; FT5% = 5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagacgo de azeitonas bruto

81T
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O tipo de dieta ndo interferiu significativamente no consumo médio
diario dos ratos, demonstrando que, mesmo com a introducdo das farinhas do
bagaco de azeitonas, da extracdo do azeite de oliva, tanto o bruto quanto o
tratado, o consumo nao foi afetado de forma significativa. Considera-se que isso
seria um ponto positivo quanto a sua reutilizacdo como farinha e para novos
estudos tecnoldgicos na drea sensorial, j4 que o esperado era que o consumo
alimentar fosse reduzido com a utilizacdo da farinha, sobretudo a do bagago
bruto, por apresentar mais elevada concentracdo de fendlicos que, segundo
Inarejos-Garcia et al. (2010) e Lafka et al. (2011), estdo vinculados ao amargor
caracteristico das azeitonas cruas. Inarejos-Garcia et al. (2010) atribuem o flavor
do azeite ndo sé a concentracdo de fendlicos, mas também ao seu perfil, ja que
algumas transformacdes, pertinentes ao processo de extragdo do azeite, podem
gerar novos fendlicos com caracteristicas sensoriais distintas. Sugere-se que tal
bagaco tenha sofrido transformacdes em seu perfil de fendlicos, produzindo
derivados com caracteristicas ndo amarga. J4 no bagaco tratado com dgua ¢é
esperada, pela polaridade desses compostos, uma reducdo na farinha,
minimizando, assim, o sabor amargo.

Considerando o GMD dos animais, o CEA e o IMC inicial e final,
verifica-se que ndo houve diferengas significativas entre os grupos, mesmo
aqueles com dietas de elevacdo do colesterol. Com isso, sugere-se que a
introducdo do bagaco de azeitona, da extracdo do azeite de oliva, na forma de
farinha, nio afetou o desenvolvimento ponderal e o IMC dos ratos, durante os 28

dias em que foi utilizada.
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3.3 Digestibilidade de lipideos e fendlicos totais

Na Tabela 4 constata-se a quantidade de lipidios e fendlicos consumidos
e excretados nas fezes, além do peso das fezes excretadas nos ultimos trés dias

de experimentacdo animal.



Tabela 4 Contetddo de lipideos e fendlicos totais consumidos nas dietas e excretados nas fezes, expressos na matéria
integral, peso das fezes excretadas pelos animais durante os trés ultimos dias do experimento e os valores das
digestibilidades lipidicas (DL) e fendlicas (DF)

Parametros Grupos
C+ C- FT1% FT5% FT10% FB1%

Lipidios consumidos (g) 5,54+0,65a 5,88+0,40a 6,39+0,92a 6,57+0,64a 6,59+0,84a 6,70+0,87a
Lipidios excretados (g) 0,11+0,03d 0,36+0,09ab 0,23+0,04c 0,28+0,03bc 0,33+0,04ab 0,40+0,07a

(1,98%) (6,11%) (3,71%) (4,29%) (5,08%) (5,95%)
DL* (%) 98,00 94,00 96,00 96,00 95,00 94,00
Fendlicos totais 24,11+2,8de 21,08+1,39¢ 43,64+6,30cd 139,83+13,77b 220,04+28,15a 50,1346,53¢
Consumidos (mg)
Fendlicos totais 5,59+1,54¢ 7,25+2,60c 7,96+2.95¢ 21,85+4,76b 44,37+12,22a 13,4546,77bc
Excretados (mg) (23,19%) (34,39%) (18,24%) (15,63%) (20,16%) (26,83%)
DF** (%) 77,00 66,00 82,00 84,00 80,00 73,00
Peso das fezes (g) 5,03+0,64b 5,97+0,88b 5,28+0,86b 6,68+0,91ab 8,47+1,41a 6,88+1,89ab

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha
do bagaco de azeitonas tratado; FT5% = 5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagaco de azeitonas bruto

* (DL) % Digestibilidade lipidica = (lipidios ingeridos — lipidios excretados) x 100 / lipidios ingeridos

**(DF) %Digestibilidade fendlica = (fendlicos ingeridos — fendlicos excretados) x 100/fendlicos ingeridos

1C1
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Verifica-se, pelos dados da Tabela 4, que todas as dietas tiveram
digestibilidade lipidica elevada, entre 94% e 98%, demonstrando bom
aproveitamento dos lipideos pelos animais. Porém, diferencas significativas
podem ser verificadas entre as dietas quanto ao teor de lipideo excretado, tendo
o grupo com maior perda fecal e, assim, menor digestibilidade, em relacdo ao
controle (C+), sido o com a farinha do bagago bruto a 1% (FB1%), ndo diferindo
estatisticamente dos grupos, FT10% e C-. O grupo de maior aproveitamento
lipidico foi o com a dieta padrao da AIN - 93M (C+).

Esses dados demonstram que a introdugéo da farinha do bagago na dieta
propiciou uma excrecdo maior dos lipidios, o que pode ser explicado pela
presenca, nessas farinhas, de fibras do tipo solivel, apesar de ser em pequena
quantidade, que podem atuar reduzindo a absorcdo lipidica por quelacdo com
certos lipideos e também pela retengdo de sais biliares. Contudo, evidencia-se
também que os animais que consumiram a dieta indutora da elevagdo do
colesterol, isenta de farinha (C-), obtiveram uma excrecdo significativa dos
lipidios nas fezes, em comparagdo ao grupo (C+). Isso sugere que a quantidade
de colesterol dessas dietas, na luz intestinal, pode ter uma absor¢do limitada, ou
seja, ndo sendo diretamente proporcional ao seu aumento na ingestao dietética.
Esse fato pode ser devido a presenca de celulose na dieta, do tipo de fibra de
caracteristica estrutural e que tem a capacidade de reter dgua e cations e nao
compostos organicos, como os lipideos e os sais biliares e que aumentam o
transito intestinal.

Quanto aos fendlicos totais, evidencia-se maior consumo para o0 grupo
que recebeu a dieta com adicdo de 10% da farinha do bagaco tratado (FT10%),
demonstrando que a elevacdo na porcentagem da farinha tratada na dieta
propiciou o aumento dos fendlicos totais ingeridos, sendo essa superior a dieta
contendo a farinha do residuo bruto a 1%. Entretanto, o grupo com maior

consumo (FT10%) teve a maior quantidade excretada nas fezes de fendlicos (44
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m), diferindo estatisticamente das demais, o que sugere uma mudanga na
coloragdo das fezes, conforme observado na Figura 2. Isso pode indicar algum
grau de saturacdo no processo absortivo em ambito intestinal, dose dependente,
como observado por Tripoli et al. (2004).

Pela digestibilidade fendlica verifica-se que as dietas contendo a farinha
do bagaco de azeitonas apresentaram um aproveitamento dos fendlicos pelo
organismo dos animais, com variagdo entre 73% e 84%. Esses dados sugerem
que, aumentando o teor de fendlicos consumidos, apesar de aumentar a

quantidade presente nas fezes, uma parcela ainda € absorvida pelo organismo.
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C+ FT 5%

C- FT 10%

Figura 2 Fezes de ratos Wistar alimentados com diferentes dietas
C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da
elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT5% =
5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagaco de azeitonas bruto

Os compostos fendlicos sdo absorvidos de forma dose-dependente e
cerca de 98% sdo metabolizados (SUAREZ et al., 2011). Contudo, a absorcdo
dos polifendis pode ser afetada de forma direta ou indireta pela dieta ingerida,

sendo diretamente por sofrer interacdes com alguns componentes do alimento,
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tal como a ligacdo a proteinas e polissacarideos e indiretamente, por varios
parametros da fisiologia intestinal (pH, fermentacdes, excregao biliar e tempo de
transito). Além disso, as enzimas e os transportadores envolvidos na absorcdo e
no metabolismo de polifendis também podem ser induzidas ou inibidas pela
presenga de alguns micronutrientes ou xenobidticos. Tem-se, ainda, o papel da
microbiota intestinal, j4 que os polifendis ndo absorvidos no intestino delgado
podem ser metabolizados no cdlon, resultando em compostos absorviveis
(MANACH et al., 2004).

Os fendlicos presentes nas azeitonas, azeites e seu respectivo residuo
podem sofrer transformacdes devido a algumas varidveis, o que implicard no
aumento ou na reducdo desses compostos e assim afetard sua capacidade
antioxidante, como a acidez, que provoca hidrdlise na estrutura da oleuropeina,
formando hidroxitirosol e os ligstrosideos em tirosol. Em animais, pela acidez
géstrica, isso também ocorre e estudos em ratos mostram que tais metabdlitos
sdo bem absorvidos no jejuno e fleo (CORNWELL; MA, 2008). A absor¢do é
confirmada pela recuperacdo de tirosol e hitroxitirosol na urina, apds a ingestao
de fendis do azeite de oliva (VISSERS; ZOCK; KATAN, 2004).

Cornwell e Ma (2008) observaram que, nos animais alimentados com
grandes quantidades de azeite, os produtos da hidrdlise da oleuropeina estavam
aumentados no plasma e foram rapidamente excretados na urina em grande parte
como o glucoronideo, mas também como sulfo e outros conjugados.

Saura-Calixto (2006) considera que, apesar da baixa biodisponibilidade
dos compostos fendlicos, efeitos metabdlicos significativos podem ser esperados
devido a elevada ingestdo e a capacidade antioxidante. J4 Kountouri et al.
(2007), efetuando a investiga¢do de compostos fendlicos no plasma e na urina de
voluntarios sauddveis ap6s a ingestdo de azeitonas, concluiram que seu consumo
leva ao aumento desses compostos no plasma e do potencial antioxidante, ou

seja, constataram que os compostos fendlicos sdo extensivamente metabolizados
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pelo organismo humano e aparecem nos fluidos bioldgicos, principalmente na
forma de glucoronideos (conjugados com 4cido glicur6nico). Dos 15 compostos
fendlicos detectados nas azeitonas, 7 (tirosol, hitroxitirosol e seus possiveis
metabdlitos) estavam aumentados nos fluidos bioldgicos apds administracao.

Serra et al. (2012), avaliando em ratos a biodisponibilidade, o
metabolismo e a distribuicdo de compostos fendlicos do extrato do residuo da
extracdo do azeite de oliva, constataram que, apds uma Unica ingestdo desses
compostos, eles foram absorvidos, metabolizados e distribuidos através do fluxo
sanguineo para praticamente todas as partes do corpo, mesmo através da barreira
hemocefilica.

O maior valor obtido para o peso das fezes, em relacdo aos controles, C+
e C-, foi para o grupo com porcentagem mais alta da farinha (FT 10%), porém,
este ndo diferiu estatisticamente dos grupos FT5% e FB1%. Isso pode ser devido
ao conteddo de fibras que, em uma concentracio de farinha a 10%, foi capaz de
elevar o peso das fezes de forma significativa. Tal caracteristica € atribuida,

sobretudo, a fibra insoltdvel.

3.4 Analise da glicose capilar caudal, lipidograma e aminotransferases

séricas

Na Tabela 5 constatam-se as andlises da glicemia capilar caudal, lipidios
séricos e das aminotransferases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT) de ratos Wistar submetidos a seis diferentes dietas.



Tabela 5 Valores de glicose capilar caudal, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, VLDL-c, triacilglicerol e

aminotransferases (AST e ALT) séricas de jejum de ratos Wistar submetidos a diferentes dietas

Parametros Grupos

C+ C- FT1% FT5% FT10% FB1%
Glicose capilar caudal (m. dL”")  88,00+7,92b 92,00£14,22ab  106,86+£7,20ab  109,17+16,36a 100,29+10,48ab 106,57£15,76ab
Colesterlol total 69,57£10,37b  75,77£15,16b 114,33£24,05a  111,71+14,93a 113,22423,73a 108,69+15,66a
(mg.dL™)
LDL-C (mg.dL™) 28,32+4,16b 48,78+9,88b 81,25+22,03a 79,114£9,39a 87,94+29,29a 85,13+14,50a
HDL-C (mg.dL™") 30,29+4,46a 17,86+4,06¢ 23,84+3,06b 20,59+4,11bc 16,79+£2,45¢ 17,2442 44¢
VLDL-C (mg.dL™") 11,02+1,38a 7,56+2,07bc 9,27+1,35ab 7,84+2,13bc 6,86+1,45bc 6,18+0,79¢
Triacilgllicerol 55,10+6,88a 37,81+10,37bc  46,35+6,76ab 39,20+10,63bc  34,29+7,27bc 30,90+3,93¢c
(mg.dL™)
AST (ULY) 235,94440,51a  235,18+56,19a  206,57+25,03ab  220,71£60,99ab  187,31+38,77ab 149,94+37,13b
ALT (UL") 33,16+3,57b 69,39+14,76ab  62,29+20,25ab  78,02+41,71a 68,33+19,31ab 49,39+18,82ab

AST - aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha
do bagaco de azeitonas tratado; FT5% = 5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagacgo de azeitonas bruto

LTI



128

Os grupos de animais experimentais que foram submetidos as dietas
indutoras da elevacdo do colesterol tiveram valores aumentados da glicemia
capilar caudal, porém, somente o grupo FT5% diferiu estatisticamente do padrio
(C+). Isso indica que os compostos fendlicos e/ou as fibras presentes nessas
dietas, por meio da inclusdo da farinha do residuo da extracdo do azeite de oliva,
podem n@o exercer efeitos sobre a glicemia.

A relacdo entre o conteido de fendlicos da farinha do residuo da
extracdo do azeite de oliva e o controle glicémico é demonstrada pela pesquisa
de Loizzo et al. (2011) que, em estudo in vitro com o azeite de oliva extravirgem
verificaram o efeito hipoglicemiante dos compostos fendlicos por atuarem em
ambito pés-prandial, inibindo as enzimas digestivas, a-glicosidases e a-amilases.
Jemai, Feki e Sayadi (2009) constataram, no estudo in vivo com ratos Wistar
utilizando o extrato das folhas da oliveira, ricos nos compostos fendlicos,
oleuropeina e hidroxitirosol, o efeito hipoglicemiante dos fendlicos, por atuacio
no estimulo da sintese de glicogénio no figado e na restauracdo do sistema de
defesa antioxidante, evitando o estresse oxidativo. Além disso, tais compostos
tém sido implicados no efeito protetor das complica¢cdes do diabetes por atuarem
também inibindo o processo de glicacdo e a formacgdo de seus produtos finais
que ocorre quando a glicemia estd muito elevada, como sugere o estudo de
Kontogianni et al. (2013), utilizando extratos das folhas das olivas. Porém, esse
efeito € assegurado, principalmente, ao composto fendlico, luteolina.

Os grupos que receberam as dietas contendo a farinha do bagaco de
azeitonas da extragdo do azeite de oliva, independentemente da concentracio,
tiveram os maiores valores para o colesterol total, com aumentos variando de
56% a 64%, em relagdo ao grupo controle, C+. Contudo, o grupo C- nio diferiu
do C+. Esperava-se que o grupo C- tivesse uma elevacdo do colesterol superior
ao grupo padrdo (C+), por ter recebido uma dieta suplementada com 0,7% de

colesterol e 0,1% de 4acido coélico, que melhora a absor¢do do colesterol
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dietético, além de terem sido introduzidos 4% da gordura vegetal hidrogenada,
rica em 4cidos graxos trans, responsdveis por elevarem o colesterol sérico. O
perfil dietético comumente usado na inducio da hipercolesterolemia em ratos é
muito variavel. Yokozawa et al. (2006) utilizaram 1% de colesterol e 0,5% de
acido coélico; Kamesh e Sumathi (2012) empregaram 4% de colesterol e 1% de
acido cdlico, por 45 dias; Ramadan (2012) utilizou 1% de colesterol e 0,25% de
acido cdlico por 60 dias, assim como Jemai et al. (2008), porém, por um periodo
de 112 dias.

A adi¢cdo na dieta de farinha do bagaco de azeitonas da extragdo do
azeite de oliva ndo teve efeito positivo sobre o colesterol total plasmatico,
indicando que seus componentes, sobretudo os fendlicos, ndo foram capazes de
prevenir a elevagdo do colesterol sérico induzida pela dieta. Isso também ¢é
evidenciado pela concentracio da LDL-c, que seguiu o mesmo padrio de
resultados que o colesterol total, ou seja, os grupos com a introducdo da farinha
apresentaram valores significativamente mais elevados em relacdo ao controle
(C+), o que constitui um ponto negativo, ja que o aumento da LDL-c no plasma
¢ considerado fator de risco para doencgas cardiovasculares, uma vez que
aumenta a chance de sua oxidacdo e, assim, a formacdo das placas
aterosclerdticas (KAMESH, SUMATHI, 2012). Apesar disso, em alguns estudos
menciona-se que a presenca de antioxidantes na circulagdo sanguinea, tanto
quantitativo quanto qualitativamente, pode impedir o processo de oxidacdo da
LDL-c, uma vez que atuam como antioxidantes primdrios, mantendo a sadde
cardiovascular (KAMESH; SUMATHI, 2012).

Os valores da HDL-c foram significativamente mais baixos nos grupos
com dieta indutora da elevacdo do colesterol, independentemente da introducdo
da farinha do residuo. O teor mais baixo, em relacdo ao padrdo (C+), foi para o
grupo com 10% da farinha tratada (FT10%), que ndo diferiu estatisticamente dos

grupos FB1%, FT5% e C-. Esses dados sdo considerados indesejdveis, ja que a
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HDL-c elevada exerce efeito cardioprotetor por seu papel no transporte reverso
do colesterol, efeito nas células endoteliais e sua atividade antioxidante. Sugere-
se que os fendlicos, os dcidos graxos monoinsaturados e as fibras presentes no
bagaco de azeitonas, além de ndo terem exercido efeito hipolipidémico, nio
foram capazes de elevar os niveis da lipoproteina HDL-c.

Analisando-se os valores séricos dos triacilglicer6is (TAG) e VLDL-c,
evidenciam-se valores mais baixos para a dieta contendo a farinha do bagaco de
azeitona bruto a 1%, em relacgdo a dieta controle (C+). O uso de dieta indutora da
elevacdo do colesterol obteve niveis mais baixos de TAG e VLDL, em relacdo a
dieta controle (C+), indicando que o perfil lipidico da dieta, rico em &cido
graxos trans e colesterol, promoveu a reducdo, abaixo do considerado normal
(C+), do nivel de TAG e VLDL.

Portanto, evidencia-se, com os dados experimentais, que os fendlicos
presentes na farinha oriunda do bagaco de azeitonas da extracdo do azeite de
oliva e introduzida na dieta rica em colesterol e 4cidos graxos do tipo trans nio
foram eficazes na prevencdo da elevacdo do colesterol sérico, o que €
confirmado pela pesquisa de Kamesh e Sumathi (2012) que mencionam que
esses compostos sdo responsdveis pela acdo antioxidante, prevenindo a oxidacao
da LDL-c, e ndo hipolipidémico. Contudo, ao contrdrio do observado, outros
estudos tém focado a atengdo na atuacdo dos polifendlicos contidos no azeite
virgem sobre o metabolismo do colesterol, e tem sido demonstrado que a
atividade da HMG-CoA redutase ¢ significativamente diminuida nos
microssomas de figado de ratos recebendo tais compostos. Porém, mais estudos
sA0 necessdrios para testar em qual concentracdo esses polifendis sdo capazes de
provocar essa resposta terapéutica (TRIPOLI et al., 2004).

Os compostos fendlicos tém sido relatados na prevencdo da oxidagdo da
LDL-c in vitro e mostrado marcada atividade hipolipidémica in vivo, sugerindo a

eficdcia deles na prevencdo e no tratamento de aterosclerose. No caso do azeite
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de oliva, seus residuos e as folhas das oliveiras, o foco tem sido no hitroxitirosol,
que tem apresentado potente atividade antioxidante contra os radicais
superéxido e hidroxil, sendo mais ativo que as vitaminas antioxidantes e os
antioxidantes sintéticos. Porém, € de natureza quimica muito instdvel, o que
resulta em uma menor eficiéncia. Esse fato pode explicar, em parte, os
resultados ndo favordveis obtidos nesta pesquisa, pois o processamento do
residuo pode ter ocasionado perdas significantes desse composto, ja que alguns
estudos demonstram o hitroxitirosol exercendo efeito hipocolesterolémico
(YOKOZAWA et al., 2006).

Jemai, Feki e Sayadi (2009), ao avaliarem extratos da folha de oliva,
evidenciaram que os compostos fendlicos, oleuropeina e hitroxitirosol, foram
capazes de reduzir significativamente o colesterol total sérico de ratos
diabéticos, revertendo a hipercolesterolemia associada ao diabetes mellitus.
Jemai et al. (2008), em estudo com ratos Wistar recebendo dieta rica em
colesterol e o hitroxitirosol purificado de folhas de oliva, dissolvido na dgua de
beber (3 mg/kg de peso corporal), constataram que os ratos que receberam uma
administracd@o oral de hidroxitirosol tinham menores concentracdes de colesterol
total, triacilglicerideos e LDL-c e aumento do HDL-c que aqueles que receberam
a dieta rica em colesterol sem a administracdo oral do composto fendlico
relatado, sendo capaz de restaurar o perfil lipidico ao nivel do encontrado no
grupo controle, com dieta padrao.

Pelos dados da aminotransferase, AST (Tabela 5), constata-se que, com
excecdo do grupo FB1%, que obteve o menor valor, os demais ndo apresentaram
diferenca significativa do grupo padrdo (C+). Por esse parametro, tanto o
tratamento para elevacdo do colesterol quanto a introdugdo da farinha do residuo
ndo implicaram em surgimento de lesdo hepética. Ao contrario, o uso da farinha
pura propiciou niveis menores que o grupo padrao. Contudo, essa transaminase

ndo é especifica do figado, podendo também ser encontrada nos miisculos e no
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coragdo. Pela ALT verifica-se nivel elevado para o grupo FT5%, que diferiu
significativamente do grupo C+. Os demais grupos ndo houve diferenga em
relac@o a esse grupo. Por ser essa transaminase especifica do figado, sugere-se
presenca de lesdo hepdtica no grupo que recebeu a dieta indutora da elevacio do
colesterol com a farinha do residuo a 5%. Contudo, a auséncia de alteragdes na
AST e ALT nao descarta doencas do figado.

Ao contrario do observado neste estudo, Ramadan (2012) e Yokozawa
et al. (2006) encontraram niveis de AST e ALT marcadamente mais elevados em

ratos hiperlipidémicos que nos animais do grupo controle.

3.5 Peso do figado e histologia hepatica dos ratos Wistar

Na Tabela 6 evidenciam-se as andlises do peso do figado de ratos Wistar

submetidos a seis diferentes dietas.



Tabela 6 Peso do figado, peso do figado/peso corporal total, de ratos Wistar submetidos a diferentes dietas

Grupos
Parametros
C+ C- FT1% FT5% FT10% FB1%
Peso do figado (g) 11,14£1,48b 17,81+3,33a 18,54+2,45a 18,83+3,17a 17,104£3,11a 18,08+4,47a
(59,87%) (66,43%) (69,03%) (53,50%) (62,30%)
Peso do figado/peso  2,81+0,18b  4,65+0,74a 4,88+0,54a 4,90+0,59a 4,50+0,35a 4,51+0,77a
corporal (%)

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Valores entre parénteses correspondem a porcentagem de aumento do figado em relac@o ao grupo controle (C+)

C+ = controle positivo (Dieta AIN — 93M); C- = controle negativo (dieta indutora da elevacdo do colesterol); FT1% = 1% de farinha
do bagaco de azeitonas tratado; FT5% = 5% de farinha do bagaco de azeitonas tratado; FT10% = 10% de farinha do bagaco de
azeitonas tratado; FB1% = 1% de farinha do bagaco de azeitonas bruto

eel
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Observam-se, na Tabela 6, valores aumentados para os grupos que
receberam dieta indutora da elevagdo do colesterol, mesmo com a introdugéo da
farinha do bagaco de azeitonas da extracdo do azeite de oliva, diferindo
significativamente do grupo com dieta padrao (C+). Isso sugere que a dieta
indutora da elevacdo do colesterol, independente da introducdo da farinha do
bagaco de azeitonas, provocou alteracdo hepdtica, caracteristica de esteatose,
observada pela histologia (Figura 3), devido ao fato de o actimulo lipidico ter
ultrapassado o normal de 10% do peso do 6rgdo (LUPSOR; BADEA, 2005),
apresentando variacdo de 53,50% a 69,03% no peso em relagdo ao controle
(C+). A dieta de inducdo da elevacdo do colesterol tende a propiciar o aumento
do peso do figado pelo acimulo de lipidios. Em contraste com o seu efeito
inibidor sobre a biossintese do colesterol, o colesterol da dieta tem mostrado
estimular a biossintese de 4cidos graxos hepdticos e a incorporacdo desses nos
triacilglicerideos. Assim, verifica-se que os compostos presentes na farinha,
sobretudo os fendlicos, ndo foram capazes de evitar o actimulo lipidico no
figado, diferindo do estudo de Jemai et al. (2008), em que os grupos de ratos
com dieta elevada em colesterol, que receberam hidroxitirosol purificado, obtido
da folha da oliveira, tiveram uma diminui¢do do peso do figado, levando-os a
concluir que estes polifendis podem reduzir o actimulo de lipidios no figado.

Na Figura 3 tem-se uma andlise descritiva da histologia hepética de ratos

Wistar submetidos a seis diferentes dietas.
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Figura 3 Parénquima hepdtico de ratos Wistar alimentados com diferentes dietas
indicando, pelos espacos em branco no citoplasma, presenga de
inclusdes lipidicas. Coloracdo (H&E), aumento 40X, Zoom 2,0



136

Pela histologia hepatica observa-se que os ratos alimentados com a dieta
padrao (C+) apresentam uma arquitetura celular mais intacta e em todos os
demais grupos, em que se utilizou uma dieta indutora da elevacdo do colesterol,
constata-se uma ampla deposicdo lipidica, caracterizando como alteragdes
microvesiculares, que podem ser vistas como numerosas inclusdes que
preenchem o citoplasma do hepatdcito de forma desorganizada (LUPSOR;
BADEA, 2005), o que pode sugerir presenca de esteatose com hepatdcitos
aumentados. Essa alteracdo provoca aumento do 6rgdo, evidenciado nos dados
obtidos na Tabela 6. Esse exame complementa os dados obtidos nas andlises
anteriores, relacionando diretamente o tipo de dieta com a elevagdo do colesterol

sérico, 0 aumento do figado e a presencga de lesdes nesse 6rgao.
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4 CONCLUSAO

A introdug¢do das farinhas obtidas do bagaco de azeitonas da extracdo do
azeite de oliva, bruto e tratado, ndo propiciou alteracdes significativas no
consumo alimentar e no desenvolvimento ponderal dos ratos, durante o periodo
em que foram utilizadas.

A adic@o de farinhas de bagagco de azeitonas eleva o aporte fendlico
consumido, o que pode contribuir para o aumento na capacidade antioxidante no
palsma.

As farinhas utilizadas nas dietas apresentaram alta digestibilidade
lipidica e fendlica.

A farinha com maior contetido em fendlicos totais (FT10%) foi a que
apresentou maior perda desses compostos nas fezes, o que pode ter contribuido
na obten¢do de fezes mais escuras.

Os grupos de animais que foram submetidos as dietas indutora da
elevacdo do colesterol ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao
controle C+.

Mesmo os grupos de ratos que receberam na dieta indutora da elevacio
do colesterol a introducdo da farinha do bagaco de azeitonas, observaram-se
elevado teor de CT, LDL-c e reducdo da HDL-c. O grupo com introdu¢do da
farinha a 1% nao diferiu estatisticamente em relacio ao TAG e VLDL-c do
grupo controle C+.

Pelas analises das transaminases, somente foi evidenciado nivel elevado
quanto a ALT para o grupo que recebeu a dieta indutora da elevacdo do
colesterol, com introducdo de 5% da farinha do residuo.

As andlises do peso e histologia hepatica revelam acimulo de lipidios
em todos os grupos que receberam a dieta indutora da elevagdo do colesterol

sérico, mesmo com a introdugéo da farinha do residuo.
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Assim, os fendlicos contidos no bagaco de azeitonas da extracdo do
azeite de oliva, apesar de ter apresentado bom aproveitamento pelo organismo,
ndo foram eficazes na prevencdo da elevacdo do colesterol sérico e das

alteracdes hepaticas vinculadas a esse processo.
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ANEXO

ANEXO1

Parecer do Comité de Etica da Universidade Federal de Lavras referente

ao projeto de pesquisa “Residuo da extracdo do azeite de oliva de Minas Gerais:
. : 9
caracterizacdo quimica, in vivo e sensorial visando o consumo humano”.

i UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
] PRO-REITORIA DE PESQUISA
. COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALS

e
Cx.P.3037 . Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3629-5182 cha@nintec. ufla br

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 030/11, relativo ao projeto intitulado "Residuo
da extracdo do azeite de oliva de minas gerals: caracterizagdo quimica, “In vivo”
@ sensorial visando o consumo humana”, que tem como responsavel Maria de
Fatima Piccolo Barcelos, estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Comisstes Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido aprovado na
reuniéio de 24/11/2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 030/11, related to the project entitled
“Residue extraction of olive oil from Minas Gerais: chemical, “in vive” and
sensory characterization seeking human consumption.”, under the
supervision of Maria de Fatima Piccolo Barcelos, is in agreement with the
Ethics Principles in  Animal Experimentation, adopted by the Bioethic
Committee in Utilization of Animals (Comissbes Permanentes/PRP-Ufia),
&nd was approved in November 24, 2011.

Lavras, 24 de novembro de 2011,
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Tel. +55 (35) 3820 5182
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