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RESUMO - A oliveira tem se demonstrado uma alternativa como fonte alimentar através dos frutos
fermentados como azeitonas ou na producdo de azeite. Nos Ultimos anos com o avango da ciéncia e a
concentragdo de estudos para aprimoramento das tecnologias de producdo e a 0 aproveitamento de sub produtos,
tais como a folha de oliveira em funcdo da disponibilidade de compostos bioativos. Neste contexto o objetivo do
trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de extratos de folha de oliveira obtidos por extragdo supercritica com
CO,. A maior atividade antioxidante foi de 30,26 % com extrato obtido a 250bar e 60°C.

Palavras-chave: compostos fendlicos, 2,2-difenil-1-picril hidrazil - DPPH, CO;

1 INTRODUCAO

No cultivo da oliveira (Olea europaea), a etapa de poda gera um volume consideravel de biomassa
(Bouaziz e Sayadi, 2005), as folhas e ramos da oliveira sdo resultado da poda e/ou da recolha do “fruto”, sendo
considerados como subprodutos (BOLANOS et al., 2006; GONCALVES, 2009). Anualmente geram um volume
considerdvel de residuos agroindustriais, fornecendo no ano cerca de 6 milhGes de toneladas de biomassa
somente na Espanha (Lapuerta et al, 2007), por exemplo, sendo a maioria dos quais sdo destruidos
imediatamente para evitar pragas e eliminar dificuldades adicionais no manejo agricola (RADA et al., 2007).
Parte desta matéria organica é utilizada no confinamento de ovinos e caprinos. Outra aplicacdo para as folhas é a
extracdo de compostos bioativos os quais podem ser utilizados como antioxidantes, sendo assim valoriza este
subproduto.

Como todas as atividades agricolas, esta atividade evolui constantemente, em relacdo aos avangos
tecnoldgicos, novas estratégias de utilizacdo desses subprodutos sdo desenvolvidas de acordo com as novas
tendéncias de consumo (XYNOS et al, 2014; GONCALVES, 2009; RADA et al, 2007; BOUAZIZ e SAYADI,
2005).
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As folhas de oliveiras contém varios compostos fendlicos, tais como secoiridoides e flavonodides, que
tém atividade antioxidante (BOUAZIZ e SAYADI, 2005; LANGUERRE et al., 2009; LEE, et al., 2009) e
capacidade de sequestrar o H2O. (Visioli, Petroni e Galli, 1994), sendo os compostos mais prevalentes
representados pela forma dialdeidica do acido decarboximetil elendlico ligado ao hidroxitirosol ou tirosol,
isdmeros das agliconas oleuropeina e ligstrosideo (DI MAIO et al., 2013).

Abaza et al. (2011) e Gongalves (2009) relatam os efeitos antimicrobianos, antioxidantes, antifingicos,
anti-inflamatdrios e anti-viral dos extratos de folhas de oliveira. Estes beneficios sdo ocasionados pela
biodisponibilidade de alguns compostos fendlicos e os seus derivados (ABAZA et al., 2011). Os compostos
fendlicos encontrados na folha de oliveira constituem uma fracdo muito complexa (Gongalves, 2009), com teor
fenolico variando entre 1 e 14% (JAPON-LUJAN et al., 2007).

Atualmente existem varios estudos sobre métodos de extragdo de polifendis em diferentes matrizes
(Sahin e Samli, 2013), sendo que a extragdo com fluido supercritico apresenta a vantagem de ser uma tecnologia
limpa, obtendo compostos de alto valor agregado com elevado grau de pureza, sem a necessidade de uma etapa
adicional para a remogdo de solventes (HERRERO et al., 2013). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antioxidante de extratos de folha de oliveira obtidos por extracdo com fluido sub e

supercritico.

2 MATERIAL E METODOS

A extragdo com fluido sub e supercritico (SFC) ocorreu em coluna de extracdo empacota com
aproximadamente 22g de folhas de oliveira secas e trituradas (1 a 3 mm) da variedade Negrinha do Freix6, com
pressurizacéo estatica prévia de 15min e em fluxo dindmico de CO, de 2 mL/mim. As extracBes foram realizadas
de acordo com o planejamento fatorial, sendo que os niveis das variaveis independentes encontram-se na Tabela
01.

Tabela 01: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial 22 para extraces com SFC.

S Niveis
Variaveis independentes
-1 0 1
Pressdo (bar) 80 165 250
Temperatura (°C) 20 40 60

Os extratos obtidos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 5mg/mL sendo
submetido a analises de atividade antioxidante na concentracdo de 0,5mg de extrato. A atividade antioxidante foi
realizada pelo método 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995). A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo

antioxidante necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH foi calculado segundo a equacéo 1.

AAY% =100 — {[(Abs.amostra — Abs. branco)x100] = Abs.controle} 1)
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Sob as mesmas condicdes experimentais foi testado um padrdo analitico de referéncia, o butil
hidroxitolueno (BHT) na concentracdo de 1mg/mL e verificada a AA (%).

Os dados foram submetidos a avaliacdo estatistica empregando-se a analise de variancia (ANOVA)
seguida das diferengas entre as médias pelo teste de Tukey, utilizando o Software Statistica versdo 8.0 (StatSoft

Inc®, USA) com nivel de significancia de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 02 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 com os valores codificados (reais) e a
resposta da atividade antioxidante dos extratos obtidos por SFC. A maior AA foi de 30,26 % (0,5 mg/100 uL) no
extrato obtido na condigdo de 250 bar e 60°C. O BTH apresentou AA de 76,43 % (0,1 mg/100uL), atividade

superior quando comparado com a maior AA do extrato obtido na condicdo de 250 bar e 60°C.

Tabela 02: Atividade antioxidante dos extratos (0,5 mg/100uL) obtidos por SFC em diferentes pressdes e

temperaturas.
Ensaios Variaveis Independentes Resposta
Presséo Temperatura AA
(bar) (°C) (%)
1 -1 (80) -1(20) 23,63£0,036
2 1(250) -1(20) 28,93£0,003
3 -1(80) 1(60) 0*
4 1(250) 1(60) 30,260,126
5 0(165) 0(40) 20,98+0,002
6 0(165) 0(40) 19,94+0,002
7 0(165) 0(40) 19,08+0,002
8 BHT 0,1 mg/100 pL 76,430,854

*Nao foi obtido extrato neste experimento.

Os resultados foram tratados estatisticamente e a Equacéo 2 apresenta 0 modelo codificado de primeira
ordem que descreve a AA (%) em funcdo das variaveis analisadas (pressdo e temperatura), dentro das faixas
estudadas. Observa-se que as variaveis apresentaram efeitos significativos (p<0,05), sendo que a pressao
apresentou efeito significativo positivo e a temperatura efeito significativo negativo, no entanto a interacdo entre
as duas variaveis apresentou efeito positivo. O modelo foi validado pela analise de variancia, onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,99 e Fcaiculado de 2,98 vezes maior que Franelado, 0OS quUais permitiram a construcéo

das superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 1.
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AA (%) = 20,40 + 8,89.(Pressdo) — 5,58.(Temperatura) + 6,24.(Temperatura).(Pressao) 2

A utilizacdo de CO, em temperaturas elevadas viabiliza a extracdo de componentes cerosos, apolares,
lipofilicos como é&cidos graxos, terpenos, triglicerideos, hidrocarbonetos e alcoois que ndo contribuem muito
paraa AA (HE et al., 2012; REVERCHON e DE MARCO, 2006; TABERA et al., 2004; XYNOS et al., 2012).

A presenca de compostos da familia dos tocoferdis como a vitamina E é uma das moléculas de maior
importancia com atividade antioxidante presentes na folha de oliveiras e facilmente extraidas por SFC em baixas
temperaturas, justificando a AA estatisticamente igual nos tratamentos a 250bar e 20 e 60°C (DE MELO,
SILVESTRE e SILVA, 2014; DAUKSAS et al., 2002; LUCAS et al., 2002).

Figura 01: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) demonstrando o efeito da pressdo e temperatura
sobre AA(%).
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As ilustragdes da Figura 1 possibilitam visualizar com maior clareza as condi¢des de processo e a

influéncia dos fatores relacionados a ele, neste caso indicando que condi¢des mais brandas propiciam maior AA.
As curvas de contorno e superficie de resposta indicam maior AA em toda faixa de pressdo para a temperatura de
20°C e em 60°C e maiores pressdes. Segundo Lucas et al, (2002) verificaram em seu estudo que ndo houve
aumento no teor de tocoferdis com o aumento da temperatura em extragcdes com SFC-CO- em folhas de oliveira,
explicando a AA significativamente igual nos extratos obtidos em ambas temperaturas (20 e 60°C).

Importante ressaltar que o extrato bruto, sem purificacdo ou concentracdo foi utilizado no presente
estudo para analise de AA, justificando a menor atividade dos extratos em estudo quando comparado com o

padrdo BHT, demonstrando potencial como agente antioxidante natural.

4 CONCLUSAO

Os extratos que apresentaram maiores AA foram obtidos nas condi¢Bes de 250bar e 60°C e 250bar e
20°C com as respectivas AA de 30,26 e 28,93%.
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