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Obtencéo de compostos bioativos a partir de Folhas de Oliveira (Olea

europaea L..)

RESUMO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma éarvore frutifera utilizada para fins ornamentais e
principalmente para producdo de azeitonas e azeite de oliva. Em suas folhas estdo presentes
componentes essenciais para saude humana, grande interesse surge no seu elevado contetdo de
polifendis. Dentre os compostos fendlicos esta a oleuropeina, ela apresenta alto poder
antioxidante e anti-inflamatério, agdo antimicrobiana, antiviral, antitumoral, anticancer,
neuroprotetora, além de efeito benéfico contra doengas cardiovasculares e outros efeitos
benéficos para saude humana bem documentados. Para a extracdo da oleuropeina varias
técnicas tém sido realizadas, porem sdo escassos 0s trabalhos que utilizam o processo de
extracdo liquida pressurizada (PLE). Este processo € uma técnica em que se usam solventes
liquidos do tipo GRAS a pressdes elevadas e temperatura amenas, sendo uma técnica atoxica e
de tecnologia limpa. Esta pesquisa propds-se utilizar o PLE de modo dinamico diferente dos
outros trabalhos ja publicados utilizando tecnologia verde para extracdo de oleuropeina no
aproveitamento de folhas de oliveira, utilizando solvente de baixa toxidade. Buscou-se também
0 aproveitamento das folhas de oliveira, material que seria descartado durante o processo de
extracao do azeite de oliva nas agroindustrias, para obtencdo de compostos ricos das folhas,
beneficiando os produtores e os consumidores de azeite. O teor de compostos fendlicos
presentes nos extrato e potencial antioxidante foi determinado por metologias especificas
descritas no texto. O extrato obtido foi microencapsulado em B-ciclodextrina e os complexos
foram caracterizados por diferentes técnicas. O extrato e os microencapsulados foram
adicionados em azeite de oliva para avaliar a estabilidade oxidativa do azeite. Os resultados
mostraram a possibilidade da extracdo de oleuropeina das folhas de oliveira via PLE de modo
continuo e que a temperatura é o fator determinante para o rendimento dos extratos e para o
potencial antioxidante. A adi¢do do extrato em azeite de oliva mostrou aumento da estabilidade
oxidativa do azeite.

Palavras-chave: Liquidos pressurizados. folhas de oliveira. Oleuropeina. Ciclodextrina. azeite
de oliva.



Obtaining bioactive compounds from Olive Leaves (Olea europaea L.)

ABSTRACT

Olive tree (Olea europaea L.) is a fruit tree used for ornamental purposes and mainly for olives
and olive oil production. In its leaves are essential components for human health and great
interest arises in its high polyphenols content. Among the phenolic compounds is oleuropein, it
has high antioxidant and anti-inflammatory power, also has antimicrobial, antiviral, antitumor,
anticancer, neuroprotective action, as well as a beneficial effect for cardiovascular diseases and
other beneficial effects for human health, all of them well documented. For the extraction of
oleuropein several techniques have been performed, but are scarce works using the pressurized
liquid extraction (PLE) process. This process is a technique in which liquid solvents of the
GRAS type are used at elevated pressures and mild temperatures, being an atoxic technique and
clean technology. This research proposes to use the PLE in a dynamic way, different from the
other works already published using green technology with low toxicity solvents for oleuropein
extraction from olive leaves. Also looking for the use of olive leaves, material that would be
discarded during the agroindrustial olive oil extraction process, to obtain rich compounds from
the leaves, benefiting the producers and olive oil consumers. The phenolic content compounds
present in the extract and antioxidant potential was determined by specific methodologies
described in the text. The extract obtained was microencapsulated in B-cyclodextrin and these
were characterized by different techniques. The extract and the microencapsules were added in
olive oil to evaluate the oxidative stability of the olive oil. The results showed the possibility of
extracting oleuropein from olive leaves via PLE continuously and that temperature is the
determining factor for extracts yield and antioxidant potential. The oleuropein extract addition
in olive oil showed an increase in the oxidative stability of olive oil.

Keywords: Pressurized liquids; olive leaves; oleuropein; cyclodextrin; olive oil.
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1. INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) € uma arvore de importancia na producdo agricola e
também utilizada na ornamentacdo. Os frutos da arvore, as azeitonas, sdo usados para consumo
em conserva e também para a extracdo do azeite de oliva. As suas folhas sdo descartadas no
processo de extracdo do azeite, no entanto, nelas estdo presentes ricas substancias de interesse
para saude humana. A oleuropeina é o composto fendlico de maior interesse, seus efeitos
benéficos para salde estdo bem documentados, sendo a substancia majoritaria presente nas
folhas.

A extracdo da oleuropeina de forma convencional utiliza solventes altamente toxicos,
gerando limitac&o para seu uso em alimentos, alem de agredir o meio ambiente. Nesse contexto,
surge a necessidade de se utilizar extracdes mais eficientes e menos agressivas a0 meio
ambiente. O uso datecnologia verde é uma potencial alternativa para a extracdo da oleuropeina,
dentro dessa tecnologia esté a extragdo com liquida pressurizada (PLE), uma técnica que utiliza
solventes liquidos do tipo GRAS a pressdo elevada e temperaturas altas ou amenas (NIETO et
al., 2010). Nessa técnica os parametros podem ser ajustados para maior seletividade e maior

rendimento dos compostos de interesse (PAES et al., 2014).

Na literatura sdo escassos 0s trabalhos que usaram PLE para extracdo de oleuropeina
das folhas de oliveira, e 0s que utilizaram, realizaram o processo de modo estatico (XYNOS et
al., 2014; LOZANO-SANCHEZ et al., 2014; HERRERO et al., 2011). Outros métodos de
extracdo da oleuropeina de folhas de oliveira também ja foram estudados (XYNOS et al., 2012;
COPPA et al. 2017). No entanto, o presente trabalho possui o diferencial de utilizar a PLE de
modo dindmico, utilizando tecnologia verde para extracdo de oleuropeina no aproveitamento
de folhas de oliveira de variedades cultivadas no Brasil. O estudo também busca o
aproveitamento das folhas de oliveira, material que seria descartado durante o processo de

extracao do azeite de oliva nas agroindustrias, para obtencdo de compostos ricos das folhas.

Ap0s a extracdo, 0s compostos extraidos muitas vezes perdem seus efeitos rapidamente
por serem muito sensiveis aos efeitos do ambiente. Para resolver essa desvantagem existem
tecnologias que podem ser empregadas, como a encapsulagdo desses compostos por substancias
carreadoras que protegem e dosam paulatinamente a agdo dos compostos, como as

ciclodextrinas. Elas sdo compostos derivados do amido que possuem capacidade de complexar



outras substancias, como farmacos e antioxidantes. A inclusdo de extratos vegetais com
potencial antioxidante nas ciclodextrinas pode ser de grande interesse para posterior aplicacéo
desses complexos em azeite de oliva para 0 aumento da sua estabilidade oxidativa. Resultados
tém demonstrado grande eficiéncia de ciclodextrinas para formacgdo de microencapsulados em
diversos farmacos ou componentes bioativos das plantas (MOURTZINOS et al., 2007; PINHO
et al., 2014).

Nesse contexto, a pesquisa foi focada para que posteriormente os produtores de oliveira
possam se beneficiar do aproveitamento de um residuo da extracdo do azeite de oliva, que sdo
as folhas. A microencapsulagdo do extrato oriundo das folhas podera ser utilizado
posteriormente para o enriquecimento de alimentos, como é o caso do azeite de oliva, gerando
alto valor agregado e proporcionando produtos de alta qualidade para os consumidores. Além
disso, sera possivel o surgimento de uma possivel fonte de renda aos produtores, das folhas que

atualmente ndo sdo comercializadas.



2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi a obtencéo de extrato das folhas de oliveira utilizando
tecnologia verde por etanol pressurizado.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar folhas de oliveira das variedades Arbequina, Koroneiki e Arbosana
cultivadas em Aguas da Prata - Sdo Paulo;

e Extrair oleuropeina de folhas de oliveira das variedades Arbequina, Koroneikida e
Arbosana utilizando etanol pressurizado;

e Determinar a condi¢bes de temperatura, pressdo e vazdo de solvente étimas para a
extracdo com etanol pressurizado através de curvas cinéticas de rendimento de extrato;

e Determinar o teor de oleuropeina nos extratos obtidos através de técnicas de HPLC;

e Determinar teor de componentes fendlicos totais e antioxidantes nos extratos obtidos;

e Fazer a microncapsulacdo do extrato obtido em B-Ciclodextrinas;

e Caracterizar os microencapsulados/complexos de inclusdo atraves de técnicas de MEV,
RMN, FT-IR e DRX;

e Avaliar estabilidade oxidativa de azeite de oliva enriquecido com extrato obtido e

microencapsulados do extrato por Rancimat.



3. REVISAO DE LITERATUARA
3.1 Oliveira (Olea europaea L.)

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia botanica Oleaceae, considerada uma
arvore frutifera utilizada para fins ornamentais e principalmente para producdo de azeitonas e
azeite de oliva (FARES et al. 2011). A provavel origem da oliveira é o sul do Caucaso, planicies
altas do Ird e litoral mediterraneo da Siria e Palestina, depois se expandindo para o restante do
Mediterraneo (TERRAMOTO et al., 2010).

A oliveira ¢é descrita como arvore de porte médio, que apresenta troncos contorcidos,
folhas lanceoladas e frutos pequenos (CRUZ et al., 2012). E uma planta que resiste a alteragdes
de temperatura, podendo se adaptar em regides quentes no verao e frias no inverno (VILLA &
OLIVEIRA, 2012). Existem mais de 200 variedades diferentes da espécie no mundo
(CABALLERO, 2012). As raizes da oliveira séo profundas, podendo atingir até 6 metros
de profundidade no solo, dessa forma consegue captar nutrientes em profundidade e resistir a
periodos de seca prolongados (ARANTES, 2008).

No Brasil a oliveira foi trazida por imigrantes europeus ha muitos seculos. Era cultivada
proximo a igrejas e capelas durante o periodo do Brasil Colonia. Porém, quando a producéo
aumentou, a familia real ordenou o corte das arvores para que ndo houvesse concorréncia com
oliveiras de Portugal. Os importadores portugueses também fizeram com que os brasileiros ndo
acreditassem na possibilidade de se produzir bons olivais no Brasil, entdo por longo periodo as
azeitonas eram oriundas s6 de Portugal (TERRAMOTO et al., 2010).

Com o tempo a situacdo mudou e a cultura da oliveira comegou a ganhar mais espaco,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas
Gerais. Por motivos politicos e falta de especializacdo, alguns cultivos desapareceram. No
entanto, atualmente existe um trabalho embasado em pesquisas, € ja se tem 0 primeiro azeite
comercial brasileiro em alguns pontos de venda regionais no Rio Grande do Sul
(TERRAMOTO et al., 2010).

As variedades mais cultivadas no Brasil sdo: Arbequina, Grappolo, Maria da Fé,
Arbosana, Koroneiki e Ascolanaentre (VILLA & OLIVEIRA, 2012). Atualmente o Brasil esta

entre os dez maiores consumidores de azeitona no mundo, sendo o segundo maior importador



de azeitonas de mesa, 0 que representa grande importancia frente ao mercado mundial
(CAPPATO; FERREIRA & ROSENTHAL, 2015).

O Conselho Oleicola Internacional define as azeitonas de mesa como os frutos de O.
europaea, que podem ser de fermentacdo ou tratamento térmico, com ou sem adicdo de
conservantes. As azeitonas sdo colhidas em diferentes estadgios de maturacdo e depois sdo
processadas para eliminar o amargor causado pela presenca da oleuropeina, que é responsavel
pelo sabor amargo da azeitona. Quando ocorre a hidrélise da oleuropeina ocorre formagéo de
hidroxitirosol e de acido elendlico ndo amargo. A concentracdo de oleuropeina nos frutos
depende de fatores como variedade, irrigacdo e grau de amadurecimento, pois com o0 aumento

da maturacgéo ocorre diminuigdo da amargura (BOSKOU, 2015).

Nas folhas a oliveira possui diversos compostos, elas sdo ricas em secoiridoides,
principalmente a oleuropeina, também sdo presentes os &cidos fendlicos e derivados,
principalmente verbascosideos e &cido cafeico, e os flavondis (apigenina e glicosidos de
luteolina) (BOSKOU, 2015). O extrato das folhas de O. europaea possuem comprovada acao
antioxidante, hipogliceminante, hipotensiva (BENAVENGE-GARCIA et al, 2000).

3.2 Metabolitos secundarios

As plantas produzem diversos componentes organicos divididos em metabolitos
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem funcdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia. Os metabdlitos secundarios ndo apresentam relagdes com o
crescimento e o desenvolvimento da planta. Os metabdlitos secundarios possuem outras
funcbes importantes nas plantas, como: proteger contra herbivoros e patégenos; servir como
atrativos (aroma, cor, sabor) para polinizadores; funcionar como agentes de competicao entre

plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (TAIZ & ZEIGER, 2006).

A importancia ecoldgica que os metabdlitos secundarios possuem nas plantas
provavelmente também tem alguma relacdo com o potencial efeito medicinal para os seres
humanos. Alguns produtos secundarios envolvidos no sistema de defesa das plantas, que
causam citotoxicidade para patdégenos microbianos, podem ser Uteis como medicamentos
antimicrobianos em humanos. Outros produtos secundarios que sao envolvidos na defesa contra

herbivoros, através de atividade neurotdxica, podem trazer beneficios em seres humanos, como



funcéo antidepressiva, sedativa, relaxante muscular ou anestésico, podendo ter agdo no sistema
nervoso central (KAUFMAN et al., 1999).

Os metabolitos secundérios nas plantas sdo divididos em trés grupos quimicamente
diferentes: terpenos, compostos fendlicos e componentes contendo nitrogénio (alcaloides)
(TAIZ & ZEIGER, 2006). Os metabolitos secundarios, que possuem propriedades medicinais
relatadas, sdo constituidos de ceras, &cidos graxos, terpendides, alcaldides, compostos fendlicos
(fendis simples e flavondides), glicosideos e fitoesterdis (KASHANI et al. 2012; SARKAR &
HOWARTH, 1976).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo originarios do metabolismo secundario das plantas, como
mencionado anteriormente (TAIZ & ZEIGER, 2006), sdéo multifuncionais, possuem estrutura
variavel e sdo substancias quimicas que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Existe uma grande diversidade de compostos
fendlicos, cerca de cinco mil, e os mais importantes sdo: flavondides, acidos fenolicos, fenois
simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois (SHAHIDI & NACZK, 1995; LEE et al.,
2005).

A Tabela 1 mostra as principais classes de combinacdes fenolicas presentes na natureza
e 0S componentes de suas estruturas. Essas combinacGes formam grande variedade de
compostos, que podem ser chamados de polifendis (ANGELO & JORGE, 2007).



Tabela 1: Classes de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzdicos Ce—Cu
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce— C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides Ce — Cs
Nafitoquinonas Ce—C4
Xantonas Ce—C1—Ces
Estilbenos, antoquinonas Ce—C2—-Ces
Flavonoides, isoflavondides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce — Ca):
Biflavondides (Ce — C3— Ce)2
Ligninas (Cs — Ca)n
Taninos condensados (Ce — C3—Co)n

Fonte: Harborne (1999) apud Angelo; Jorge, 2007.

A acdo antioxidante dos compostos fenolicos € atribuida principalmente a suas
propriedades de o0xido-reducdo, que desempenham absorc¢éo e neutralizacdo de radicais livres,

quelando o oxigénio triplete e singlete ou decompondo peroxidos (ZHENG; WANG, 2001).

Na azeitona os principais compostos fenolicos presentes sdo antocianinas (glucosidos
de cianidina); flavondis (principalmente quercetina-3-rutinosido); flavonas (luteolina e
glucésidos de apigenina); acidos fendlicos (hidroxibenzoico, hidroxicindmico, outros); alcoois
fendlicos (tirosol, hidroxitirosol, 3,4-di-hidroxifenilglicol); secoiridoides (oleuropeina, dimetil
oleuropein, ligstrosido, nuzenido); verbascosido, um derivado de acido hidroxicinamico; e
lignanas (BOSKOU, 2015; FRANCO et al., 2014; KANAKIS et al., 2013). Os principais
compostos fendlicos presentes na folha de oliveira sdo mostrados na Figura 1, juntamente com
suas formulas quimicas, entre os quais destaca-se a oleuropeina (BENAVENTE-GARCIA et
al., 2000).
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Figura 1: Componentes fendlicos presentes em maior quantidade no extrato de folhas de
oliveira e suas respectivas formulas quimicas de acordo com Hayes et al. (2011).

3.2.2 Oleuropeina

A oleuropeina (Figura 2) e o seu derivado, hidroxitirosol, séo os compostos fendlicos
predominantes nas folhas de oliveira (ERBAY & ICIER, 2010). A oleuropeina € classificada
no grupo dos secoiridoides, que sdo compostos produzidos a partir do metabolismo secundario
de terpenos. Estes compostos sdo encontrados apenas em plantas pertencentes a familia de
Oleaceae, incluindo O. europaea (BENDINI, et al., 2007).

Outras substancias presentes em menores concentragdes nas folhas séo tirosol, &cido
caféico, luteolina, verbascosideo, dentre outras (Figura 1) (TASIOULA-MARGARI &
OLOGERI, 2001).

A oleuropeina € um composto que representa 73% do total de constituintes secundarios
das folhas de O. europaea (PEREIRA et al, 2007), as folhas sdo a maior fonte do composto
fendlico na planta, de 60 a 90 mg/g de folha seca (LE TUTOUR & GUEDON, 1992). A
oleuropeina é um glicosideo amargo que pode ser hidrolisado em hidroxitirosol, acido elendico

glucosido, oleuropeina aglicona e glicose (MANNA et al., 2004).
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Figura 2: Estrutura quimica de oleuropeina. Fonte: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.4444876.html?rid=9912c235-0410-4fd8-90a4-ee6bd725243f.

A oleuropeina apresenta alto poder antioxidante e anti-inflamatorio (AL-AZZAWIE;
ALHAMDANI, 2006; VISIOLI et al. 2002), assim como ac¢do antimicrobiana (CICERALE;
LUCAS; KEAST, 2012), antiviral (LEE-HUANG et al., 2007), antitumoral (HAN et al., 2009;
GOULAS et al., 2009), anticancer (KIMURA; SUMIYOSHI, 2009), neuroprotetora (OMAR,
2010a), além de efeito benéfico para doencas cardiovasculares (BULOTTA et al., 2014) e
outros efeitos benéficos para saide humana bem documentados (OMAR, 2010a; BARBARO
et al., 2014).

A oleuropeina é um composto muito sensivel, dependendo das condicGes a qual é
submetido, pode ser parcialmente ou totalmente degradado. Nas azeitonas em conserva, a
oleuropeina é degradada em funcdo do processo produtivo (altas temperaturas) e dos sais

aplicados no fruto para que sejam conservados e envasados (PACETTA, 2013).

Em temperaturas superiores a 80°C a oleuropeina também é degradada, sendo
considerada um composto termolabil (ANSARI, KAZEMIPOURB & FATHIB, 2011). Na
extracao do azeite de oliva a “frio”, a oleuropeina também pode ser degradada, devido as altas
temperaturas que ocorrem na moagem e na centrifuga, nessa centrifugacdo a temperatura pode
chegar aos 120°C (PACETTA, 2013).

Estudos mostraram que a adicdo de 5 gramas de folhas de oliveira secas e micronizadas

por 10 dias a um frasco de azeite de oliva extra virgem aumenta o teor de oleuropeina no azeite
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e esse acrescimo melhora em até 100 vezes as caracteristicas nutracéutias do azeite (PACETTA,
2013).

A oleuropeina tem sido extraida por diversas técnicas a partir de folhas de oliveira. A
Tabela 2 mostra os principais trabalhos disponiveis na literatura aberta para a extracdo da
oleuropeina empregando diversas técnicas, condicBes operacionais, tipos de solventes e
rendimento percentual massico, dando maior énfase nas extracdes que utilizam tecnologia

verde.
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Tabela 2: Condi¢Bes operacionais de extracdo da oleuropeina a partir das folhas e residuos da

olivicultura.
Condigdes operacionais ) )
Método Solvente Rendimento de Rendlmen§o de Referéncia
T P Vazio extrato oleuropeina
(°C)  (Bar)
(SAHIN;
Extracéo por i 37mg/qg folha 37.8 mg/g folha BILGIN;
Soxhlet 25 1 Metanol seca seca DRAMUR,
2011)
Extrato .
hidroalcodlico 25 1 - Ete(lgg!sg;zo - 29,1% ¢ Ia'\l/l E2N0512) et
OHE! ' "
(JIMENEZ et
2,5 CO2 + 5% al., 2011)
2 ’ _ ’
SFE 40 300 mL/min Etanol 6.7% Jimenez et al.
(2011)
CO: + Etanol o o (XYNOS et
SFE 50 300 9,6 kg/h (20%) 17% 5,1 % al., 2012)
(SAHIN;
SFE 100 300 2Umin  COpH0  23368(mglg 10,91 (mg/g BILGIN,
folha seca) folha seca)
2012)
Extracédo por
liquido 0 0 (XYNOS et
pressurizado 115 1034 - Etanol 26,4 % 16,4 % al., 2012)
(PLE)
i 0 ) (TAAMALLI
PLE 150 100 Etanol 22,4% etal, 2012)
i 0 ) (TAAMALLI
PLE 150 100 H20 11,2 % etal, 2012)
(LOZANO-
SANCHEZ;
Etanol: H20 0 CASTRO-
PLE 120 103 - (50:50) 5,8 % - PUYANA:
MENDIOLA,
2014)
) . . 0 (XYNOS et
PLE 115 103,4 Etanol (50%) 23,85 % 26,55 % al., 2014)
Extracédo por
ultrassom
assistida e 50 0,25 - Etanol (75%) - 7,05% (XIE etal.,
- . 2015)
pressdo reduzida
(URPE)
Extracdo
convencional +
Extragéo ) . 0 (BALDINO et
antissolvente 35 150 CO 36 % al., 2017)
supercritico
(SAE)
L Etanol:H>0O
Agitacdo i i . (COPPA et
magnética 25 (70:30) + 1% 10,77 % 18,11 % al., 2017)

acido acético
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Observa-se, a partir das informacdes da Tabela 2, que € possivel obter oleuropeina
empregando diversas técnicas com resultados promissores e que o uso PLE em fluxo continuo

com o etanol pressurizado ainda ndo é suficientemente explorado.

3.3 Azeite de oliva

O azeite é o principal produto obtido dos frutos das arvores de oliveira (O. europaea),
obtido somente por meios mecénicos. Esse processo se diferencia de outros 6leos vegetais por
preservar 0s compostos minoritarios originalmente presentes no fruto da oliveira. Em outros
Oleos vegetais geralmente esses compostos sdo removidos nas diversas etapas de refino
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005). A palavra azeite tem origem do arabe “az-zaitun”,
que significa suco da azeitona (GOUVEIA, 1995).

Da azeitona (fruto da oliveira) € obtido o azeite, o fruto € classificado como drupa, 0 seu
mesocarpo corresponde 70-90%, o endocarpo 9-27% e a semente 2-3% do peso total do fruto.
No mesocarpo existe cerca de 30% de 6leo, e a semente possui 27% de 6leo. Do mesocarpo €
extraido cerca de 95% do 6leo total extraido do fruto (CONDE, DELROT & GEROS, 2008).

Os principais componentes do azeite de oliva incluem triacilglicerdis, glicerideos
parciais e acidos graxos livres, que representam mais do que 98% da massa total do 6leo. Os
componentes presentes em menores quantidades, cerca de 2% da massa do Oleo, sdo
hidrocarbonetos, triterpenos, pigmentos, tocoferdis e compostos fenolicos (BAKHOUCHE,
2015).

Na legislacdo brasileira o azeite é definido como produto oriundo do fruto da oliveira
apenas por processos mecanicos ou outros meios fisicos, nas condi¢Ges térmicas que nao
alterem as caracteristicas do azeite. O azeite também ndo pode ser submetido a outros
tratamentos além de lavagem, decantacdo, centrifugacdo e filtracdo. O azeite de oliva é
classificado como extravirgem quando a acidez maxima € de 0,8 g/100 g em acido oleico e
considerado virgem quando a acidez maxima € de 2,0 g/100 g e o indice de per6xidos maximo
é de 20,0 mEqg/kg (BRASIL, 2005).

As propriedades nutricionais e saudaveis do azeite sdo atribuidas a sua composigdo em
acidos graxos monoinsaturados, principalmente acido oleico. Esse acido aumenta o colesterol

plasmatico de lipoproteinas de alta densidade (HDL), considerado o colesterol bom, e diminui
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o colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o colesterol ruim. Por este motivo, 0
acido oleico pode prevenir doengas cardiovasculares, que sdo a principal causa de mortalidade
nos paises industrializados. Os &cidos graxos presentes no azeite de oliva classificados como
poliinsaturados (&cidos linoléicos e linolénicos), com 18 &tomos de carbono, sdo conhecidos
como acidos graxos essenciais, podendo ser sintetizados pelo corpo e devem fazer parte da dieta
humana (KOIDIS & BOSKOU, 2006; GHANBARI et al., 2012).

Além dos &cidos graxos, 0s componentes presentes em baixas quantidades no azeite,
como os hidrocarbonetos, triterpenos, pigmentos, tocoferdis e compostos fendlicos também
possuem varios efeitos benéficos ao organismo humano, além de contribuir para as
propriedades organolépticas de azeite de oliva. Também possuem atividades bioldgicas
importantes que exercem efeito preventivo em relacdo ao desenvolvimento de doencas crénicas
degenerativas (BAKHOUCHE, 2015). Deste modo, fica evidente a importancia de aumentar o
teor de componentes fenolicos no azeite de oliva, a fim de aumentar o efeito benéfico que o
produto proporciona ao ser consumido, gerar maior valor agregado ao produto, reduzir o
descarte de matéria organica de interesse na natureza, estabelecer uma nova fonte de renda ao

produtor e se consagrar como um agricultor amigo do meio ambiente.

3.4 Tecnologia verde

Na atualidade, cada vez mais aumenta a demanda por tecnologias de extracdo que
possibilitem a utilizacdo de solventes atoxicos ao meio ambiente e que solventes sejam usados
em menores quantidades. Nesse contexto, o conceito de tecnologia verde surge como alternativa
a partir da necessidade de substituicio das tecnologias convencionais (RODRIGUEZ-ROJO et
al., 2012; PURCARO, MORET & CONTE, 2014).

A extracdo Liquida Pressurizada (PLE - Pressurized Liquid Extraction) e a extracdo por
fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction) sdo exemplos tecnologias verdes de
extracdo de produtos de origem natural. Nessas técnicas, os solventes usados para extracdo sao
normalmente CO>, etanol e 4gua, que sdo classificados como GRAS (Generally Recognized As
Safe). Nelas é possivel obter extracbes mais eficientes devido a temperatura e pressao
controladas, também pode haver seletividade de substancias de interesse nos vegetais (JAPON-

LUJAN et al., 2006). A seguir é descrita a extracao liquida pressurizada utilizada nesse trabalho.
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3.4.1 Extracdo liquida pressurizada

A PLE também é chamada de PSE (Pressurized Solvent Extraction) e ASE (Accelerated
Solvent Extraction). A PLE é uma técnica de extracdo rapida e eficiente, geralmente usada para
amostras sélidas e semi-sélidas, usando solventes liquidos sob altas pressdes e temperaturas
abaixo ou acima do ponto de bolha do solvente. A PLE é considerada uma técnica de extragéo
melhor que técnicas realizadas em temperatura ambiente e pressdo atmosférica (RICHTER et
al., 1996; NIETO et al., 2010; PURCARO, MORET & CONTE, 2014). Durante 0 processo de
extracdo, a PLE acelera a dessor¢do dos compostos da amostra e sua solubiliza¢do no solvente.
Com uso de altas temperaturas, a cinética de extracdo € acelerada e a alta pressdo mantém o
solvente no estado liquido acima do ponto de ebuli¢do, facilitando a solubilizacdo do composto
de interesse e permitindo extracdes rapidas e eficientes (PURCARO, MORET & CONTE,
2014).

A PLE é considerada uma tecnologia verde por ser limpa e alternativa na extracdo de
compostos bioativos das plantas, considerada atoxica quando o solvente utilizado é do tipo
GRAS. Os parametros para extracdo utilizando essa técnica podem ser ajustados para uma
maior seletividade e maior rendimento dos compostos de interesse, agregando valor aos
produtos e residuos, muitas vezes descartados na agricultura ou industria (PAES et al., 2014).
De acordo com Purcato, Moret & Conte (2014) outra vantagem desse método de extracdo € a
obtencdo de um extrato ja filtrado, sendo desnecessarias outras etapas subsequentes para separar

o residuo solido da amostra, além disso, a extracdo pode ser altamente seletiva.

Na PLE existem dois tipos de equipamentos para extracdo, estaticos e dinamicos. No
método dindmico, o solvente é continuamente bombeado através do recipiente de amostra com
temperatura e pressdo constantes até um tempo previamente determinado. Esse sistema requer
bombas de alta pressdo. No método estético, é colocada a amostra em uma célula e o solvente,
seguido por aquecimento que proporciona 0 aumento de pressao. Esse processo consiste em
varios ciclos de extracBes com substituicdo do solvente entre os ciclos (KAUFMANN et al.,
2001; TURNER & WALDEBACK, 2010).

Para a escolha do solvente a ser utilizado na PLE leva-se em consideracdo 0s aspectos
econdmicos, seguranca e sustentabilidade, por isso sdo mais utilizados os solventes menos

toxicos (GRAS), eles ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente e sdo faceis de remover ou
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recuperar. Esses solventes sdo considerados "verdes". Esse conceito tem objetivo de diminuir
0 impacto ambiental gerado pelo uso do solvente no processo quimico. Os alcoois simples
(etanol) ou alcanos (heptano, hexano) sdo considerados solventes mais aceitaveis em
comparacdo com dioxano, acetonitrilo, acidos, formaldeido e tetrahidrofurano (CAPELLO,
FISCHER & HUNGERBUHLER, 2007; MUSTAFA & TURNER, 2011).

A temperatura é geralmente o parametro que mais influéncia no processo de extracéo.
Ela pode influenciar a velocidade, eficiéncia e seletividade. O aumento da temperatura favorece
0 processo de extracao devido a reducdo de interacfes do composto com a matriz, aumento da
solubilidade do composto de interesse no solvente de extragcdo, diminui¢do da viscosidade e
diminuicdo da tensdo superficial do solvente e aumento da taxa de difusdo do composto
(MUSTAFA & TURNER, 2011; PURCARO, MORET & CONTE, 2014). A temperatura
também pode melhorar a eficiéncia de extracdo por perturbar as interacdes dipolo e pontes de
hidrogénio entre o analito e a matriz, diminuindo a energia de ativacdo necessaria para a
dessorcdo (RICHTER et al., 1996; MORENO et al., 2007).

A pressdo é outro fator considerado importante na PLE, pois ela permite que o solvente
permaneca na forma liquida, mesmo a temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo. A pressao
também promove a penetracdo do solvente dentro dos poros da matriz, facilitando a extracao
dos compostos de interesse e a diminuicdo das bolhas de ar que impedem o contato analito-
solvente na matriz. (PURCARO, MORET & CONTE, 2014).

As curvas cinéticas de extracdo na PLE podem ser explicadas como no SFE, e elas séo
descritas em 3 etapas. Na etapa 1 (CER - Constant Extraction Rate) a taxa de extracdo é
constante, nesta etapa o fenémeno transferéncia de massa € controlado pela conveccdo na
interface entre o solvente e o so6lido, na etapa 2 (FER - Falling Extraction Rate) a taxa de
extracdo é decrescente, os fendmenos de conveccgdo e difusdo estdo presentes nessa etapa e na
etapa 3 (DCR - Diffusion Controlled Rate) a taxa de extracdo € controlada pela difuséo

(transferéncia de massa da molécula para o solvente) (MOURA et al., 2012).

Conforme Khoddami et al. (2013) a PLE é uma técnica promissora para obtencdo de
compostos fendlicos de plantas. Diante disso, Lozano-Sanchez, Castro-Puyana & Mendiola
(2014) realizaram extracao de compostos fendlicos de residuo da olivicultura e obtiveram
rendimento de extrato de 5,8% utilizando temperatura de 120 °C e composi¢do de etanol: agua
de 50:50 v/v. Nessas condi¢bes os autores também observaram maior teor de compostos
fendlicos nos extratos. Outros autores como Xynos et al. (2014) realizaram PLE de modo
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estatico para extracdo de oleuropeina de folhas de oliveira e obtiveram rendimento de extrato
de até 46,64% em temperatura de 190 °C, com 100% de etanol como solvente, para 3 ciclos de
extracdo e 26,1% de oleuropeina em temperatura de 190 °C, 44:56 v/v (etanol:agua) para 1 ciclo
de extracdo.Outros autores também realizaram PLE de modo estético (vide Tabela 2).

3.5 Ciclodextrinas

As ciclodextrina (Figura 3) sdo oligossacarideos ciclicos produzidos por
microorganismos através da hidrdlise enzimatica do amido, processo catalisado pela enzima
CGTase (LOFTSSON & MASSON, 2001; DEL VALLE, 2004; OLIVEIRA, SANTOS &
COELHO, 2009). As ciclodextrinas naturais sdo alfa (a-CD), beta (B-CD) e gama (y-CD),
compostas de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente, unidas por
ligagdes a-1,4. Estes compostos possuem, em sua estrutura, grupos hidroxila primarios e
secundarios orientados para o exterior. Assim, possuem exterior hidrofilico e uma cavidade
interna hidrofébica (MATIOLI, 2000).

As ciclodextrinas complexam moléculas que apresentem dimensdes compativeis e
alteram suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em agua, estabilidade e
biodisponibilidade (MATIOLI, 2000). As B-CDs sdo as ciclodextrinas mais amplamente
utilizadas na complexacdo com varias classes de farmacos (LOFTSSON & MASSON, 2001).

Na Figura 3 ¢ mostrada uma representagdo esquematica da 3-CD.
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura quimica da p-ciclodextrina. Fonte:
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10469496.html?rid=20cc73df-2865-4702-
909b-55d831ea4518&page_num=0

3.5.1 Inclusdo/microencapsulacéo com ciclodextrinas

Grande nimero de extratos vegetais ou 0s seus constituintes sdo empregados na
industria alimentar atualmente, também séo usados atuar como principais ingredientes ativos
em produtos cosméticos e produtos de saude. Porém, a eficacia destes compostos ativos
dependem da preservacdo da sua estabilidade, bioatividade e biodisponibilidade (FANG &
BHANDARI, 2010), diante dessa desvantagem surgem novas abordagens, como 0 uso de

ciclodextrinas para encapsulamento dos extratos (PINHO et al., 2014).

As ciclodextrinas complexadas com outras substancias ou quimicamente modificadas
possuem potencial de aumentar a absorcdo dessas substancias ligadas a elas, dessa forma
podendo ser usadas como carreadoras em liberacdo controlada para substancias em complexo,
incluindo farmacos e antioxidantes. As moléculas hdspedes e hospedeiras podem apresentar
maior aplicabilidade quando juntas. O uso combinado pode aperfeigoar as propriedades da
molécula hospede e, em resposta, aumentar a sua eficacia, seja terapéutica ou antioxidante
(HIRAYAMA et al, 2002).
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A encapsulagdo do extrato de folhas de oliveira em B-ciclodextrina foi realizada pelos
métodos de mistura fisica e empastagem por Mourtzinos et al. (2007). Os resultados mostraram
que o encapsulamento com B-ciclodextrina evitou a oxidacdo dos fendis, aumentando a
resisténcia a temperatura, e tambem aumentou a solubilidade aquosa do residuo fendlico da

folha de azeitona em mais de 150 %.

Diversos extratos de plantas e seus derivados foram encapsulados em [B-CD,
demonstrando bons resultados para uso em alimentos, cosméticos e produtos para salde
humana (PINHO et al., 2014). Diante disso, tem-se a perspectiva de que a encapsulacdo do
extrato de folha de oliveira pode ser usada como um aditivo alimentar com a vantagem de maior

solubilidade e melhor disponibilidade dos flavonoides e antioxidantes presentes no extrato.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria prima

A materia prima utilizada neste trabalho foi oriunda de cultivo comercial de oliveiras localizado
em Aguas da Prata, na serra da Mantiqueira, estado de Sdo Paulo (22°00°48,6”S
46°37°59,4”W). As espécies de oliveira utilizadas foram da variedade Arbequina, Koroneiki e
Arbosana. As folhas foram separadas dos ramos manualmente. As folhas foram secas em estufa
com circulacio forcada de ar (Lab Store, Nova Etica, model: 400/4ND, poténcia: 1580 W) a 35
°C, por aproximadamente 36 horas, até a massa constante e acondicionadas resultando em uma
umidade relativa de 5% (AFANEH; YATEEM; AL-RIMAWI, 2015). Posteriormente, as folhas
secas foram moidas e classificadas em peneiras de 9 mesh ( = 2 mm). Finalmente, as folhas
trituradas foram acondicionadas em sacos plasticos no escuro em temperatura de

aproximadamente 5 °C para o posterior uso nas extracoes.

18



4.2. Caracterizacdo da matéria prima

Para caracterizagdo do material seco foram determinados teor de umidade, cinzas,
lipideos, proteinas, fibra bruta, carboidratos, atividade dgua (Aw) e cor, todas as analises foram
feitas em triplicata.

O teor médio de umidade presente no material in natura foi determinado pelo método
012/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008) por secagem direta em estufa a 105 °C. A determinacéo
das cinzas foi realizada pelo método 018/IV do IAL (2008) de residuo por incineragdo em mufla
a 550 °C. A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Kjedahl modificado (IAL,

2008). A matéria prima seca utilizada é mostrada na Figura 4.

O teor de lipidios foi determinado por extracdo direta em Soxhlet utilizando solvente
éter de acordo com método 032/1V do IAL (2008). A determinacéo da fibra bruta foi realizada
pelo método 044/1V do IAL (2008). A atividade agua (Aw) foi determinada por medidor de
atividade de agua (Aqua Lab Dew Point Water Activity Meter 4TE). Para determinacao da cor
foi utilizado colorimetro. O sistema de cores usado foi CIELAB, em que L* é luminosidade,
varia do 0 (preto) até 100 (branco). O eixo a* representa a variacdo de cor do vermelho (+a*)
ao verde (-a*), o eixo b* representa a variagdo de cor do amarelo (+b*) ao azul (-b*)
(BERGUER-SCHUNN, 1994).

Figura 4: Folhas de oliveira ap6s a secagem em estufa de circulacdo de ar.
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O solvente utilizado para extracoes foi o etanol 99,5 °GL (Nuclear) sem tratamento
prévio. O esquema do equipamento utilizado para extracdo liquida pressurizada das folhas de
O. europaea é mostrado na Figura 5, e a Figura 6 mostra uma foto do mesmo equipamento

utilizado para as extragoes.
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Figura 5: Esquema do equipamento utilizado para a extracédo subcritica de folhas de oliveira.
(1) recipiente de alimentacéo de solvente, (2) valvula agulha, (3) controlador da bomba seringa,
(4) bomba tipo seringa, (5) valvula agulha, (6) pré-aquecedor, (7) valvula agulha, (8)
controlador de temperatura do pré-aquecedor, (9) controlador de temperatura do recipiente
extrator, (10) recipiente extrator, (11) sistema de resfriamento, (12) indicador de pressao, (13)
valvula “back pressure”, (14) recipiente de coleta.
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Figura 6: Foto do equipamento utilizado nas extracdes.

4.3 Extracdo liquida pressurizada de oleuropeina de folhas de oliveira

As extracGes foram conduzidas utilizando um planejamento fatorial do tipo 23 com
triplicatas no ponto central. A Tabela 3 mostra os fatores e 0s niveis do planejamento para a

extracdo de oleuropeina utilizando etanol pressurizado.

Tabela 3: Fatores e niveis que compde o planejamento fatorial 22 completo com pontos centrais
a serem utilizados na extracdo de oleuropeina das folhas de oliveira utilizando etanol 99,5°.

) Niveis
Fatores Unidades
(-1) (0) 1)
Temperatura °C 30 45 60
Pressao bar 100 150 200
Fluxo mL min? 0,5 0,75 1,0

Inicialmente, 4 g de folhas secas e moidas foram adicionadas no recipiente extrator. Em

seguida, o sistema de extracdo foi preenchido com etanol nas condi¢des de operagdo
21



(temperatura, pressdo e vazdo) mostrado pela Tabela 2. A cinética de extracdo foi de 5 horas
para cada condigdo. Os extratos etandlicos obtidos foram evaporados em estufa com circulacdo
de ar a 55 °C até que a massa do frasco fosse invariante. Os rendimentos percentuais massicos
dos extratos secos foram determinados usando uma balanca analitica (Denver Instrument,
model: APX-200). As curvas cinéticas de extracdo foram determinadas nos seguintes intervalos
de tempos: 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e
300 minutos.

4.4 Analise do teor de oleuropeina nos extratos

As analises foram realizadas em equipamento HPLC na seguintes condicOes: fase
mével: metanol : agua (50:50), o fluxo: 1 ml min*, o comprimento de onda: 280 nm, a
temperatura do forno: 30 °C e o volume injetado: 5 pL e coluna C18. Para determinacéo da
curva-padréo foi utilizada oleuropeina pura (95% pureza, oleuropeina oriunda da Universidade
do Porto, Portugal) em metanol. Uma solucdo de concentracdo de 0,125 pg/uL foi preparada.
Em seguida foram injetadas aliquotas de 1 pL, 2 puL, 4 pL e 6 pL. A partir da relacdo entre a
massa (concentragdo inicial de 0,125 pg/uL pelo volume de injecdo) com a area foi obter a
curva padrdo de oleuropeina. As amostras dos extratos secos foram diluidas em metanol

(concentracdo 1,0 pug/pL) e aliquotas de 5 puL foram injetadas no HPLC.

4.5 Determinacdo dos componentes fendlicos totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinacao do teor de fendlicos totais
presentes nas amostras de extrato (BOROSKI et al., 2015; FOLIN & CIOCALTEAU, 1927).
Uma solugdo de 2500 pg ml* de extrato diluido em etanol foi preparada e 0,5 ml dessa solugdo
foi transferida para um tubo de ensaio com 2,5 ml de reativo de Follin-Ciocalteu (Sigma
Aldrich) 10%. Apo6s a homogeneizacao e repouso por 8 min foi adicionado 2,0 ml de solucéo
de carbonato de sodio (Anidrol) 7,5%. Em seguida, procedeu-se nova homogeneizagdo e
repouso por 30 min. A absorbancia da mistura reacional (760 nm) foi realizada em um

espectrofotobmetro (Hach/DR 2800). A agua destilada foi utilizada com referéncia. O &cido
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gélico (Sigma Aldrich) foi utilizado como padrdo comparativo. A quantidade de compostos

fendlicos foi expressa em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato.

4.6 Anélise de antioxidantes DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi realizada utilizando o método de sequestro de
radicais livres DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de acordo com a metodologia proposta
por BOROSKI et al., 2015; GYAMFI, YONAMINE & ANIYA, 1999. As amostras de extrato
foram diluidas em etanol a uma concentracéo incial de 2000 pug ml™. Os volumes de 250, 500,
750, 1000 e 1500 pl da solucéo foram transferidos para tubos de ensaios com 2,0 ml de solucéo
de DPPH (Sigma Aldrich) 47 ug ml™. Apés 30 min de incubagdo no escuro foi realizada leitura
da absorbancia em espectrofotometro (Hach/DR 2800) a 517 nm. O metanol (Panreac) foi usado
como referéncia. A atividade antioxidante em relacdo ao DPPH foi calculada atraves da

equacdo 1, em triplicata

AApppy (%) = (ADPP"_—M) .100 Equacéo 1

ApppPH

Em que Apppn € a absorbancia da solucdo de DPPH; A e Ag sdo as absorbancias das
amostras e do branco, respectivamente.

A concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH (1Cso) foi calculada
a partir da equacdo de reta via grafico da porcentagem de atividade antioxidante versus

concentra¢do em pg mL™.
4.7 Encapsulacéo do extrato de folha de oliveira em p-ciclodextrina (B-CD)

A encapsulacdo/inclusdo do extrato obtido foi feita a partir de extratos obtidos por 150
minutos nas condigdes de temperatura: 70 °C, pressdo: 100 bar e 0,5 ml min de vaz&o de etanol
(rendimento de 9,70% de oleuropeina). A inclusdo do extrato (molécula héspede) na B-CD
(molécula hospedeira) foi feita a partir dos seguintes métodos: mistura fisica, mistura fisica +
CO: supercritico, kneading e kneading + CO2 supercritico. A razdo molar utilizada para a
inclusdo foi de 1:4 g/g (hdspede : hospedeiro). Os métodos de encapsulacéo/inclusdo utilizados

estdo descritos a seguir:
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4.7.1 Mistura fisica (MF)

Nessa técnica foi realizada a mistura de 5 g de extrato e 20 g de p-CD, em temperatura
ambiente, com auxilio de almofariz de porcelana e pistilo durante 15 minutos, sem a adi¢do de
solvente (Figura 7). A mistura final foi colocada em frascos de vidro cor &mbar e armazenadas

para a utilizagéo.

b

Figura 7: Mistura fisica de B-Ciclodextrina e extrato de oliveira.

4.7.2 Kneading (amassamento) (KN)

Nesse processo, primeiramente foi feita a mistura fisica da f-CD com o extrato de
oliveira, em seguida foi feita a adicdo de 1 ml de 4gua e amassamento durante 15 minutos
(Figura 8). A pasta formada foi seca estufa de circulagdo de ar a 45-50 °C durante 24 horas. Os
complexos secos foram entdo pulverizados e armazenados em frascos de vidro cor ambar e
armazenados para a utilizacdo (SONIWALA,2005; GHOSH, BISWAS & GHOSH, 2011).
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Figura 8: Kneading ou amassamento de 3-Ciclodextrina e extrato de oliveira antes da secagem.

4.7.3 CO2 Supercritico

O metodo de incluséo por CO2 supercritico foi aplicado para as amostras mistura fisica
(MF) e o kneading (KN). Para este méetodo foi utilizada a cdmara de mistura do equipamento
antissolvente supercritico (SAS) com o instrumento Super Partticle SAS Modelo 200 (THAR)
(Figura 9). Para o procedimento foram pesadas 3 g das amostras KN e MF, entdo colocadas na
célula (uma de cada vez), o equipamento foi devidamente fechado e iniciou-se o processo, 0
solvente utilizado foi CO,. O CO; foi bombeado para dentro da célula até a pressdo desejada
de 300 bar. A temperatura foi controlada em 60 °C com uso de termopar. A pressdo e
temperatura foram embasados em dados encontrados na literatura (LUCAS et al., 2002). O
processo ocorreu de modo estatico durante duas horas. Na Figura 10 é mostrada a amostra KN

ap0Os 0 Processo.
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Figura 9:  Equipamento  antissolvente  supercritico  (SAS)  utilizado na
microencapsulacao/inclusdo dos extratos na -Ciclodextrina.

1

Figura 10: Microencapsulados (KN) de p-Ciclodextrina e extrato de oliveira apds o processo
supercritico.

4.8 Caracterizacdo dos microencapsulados/complexos de Incluséo

Quando ¢ feita a inclusdo de moléculas, as suas caracteristicas fisico-quimicas ndo sao

mais as mesmas de quando eram isoladas. Para observar as mudancas ocorridas apds a inclusdo
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é necessario utilizar técnicas que tenham sensibilidade para medir essas mudancas e dessa
forma caracterizar as moléculas complexadas e livres (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO,
2007). Nesse trabalho foram utilizadas as seguintes metodologias para caracterizagdo dos
complexos e compostos isolados: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) e Difracdo de Raios X (DRX).

4.8.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para essa analise aproximadamente 10,0 mg foram diluidos em 600,0 pL de
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6). Apds a completa solubilizacdo foram transferidos
500,0 puL da solugdo para o tubo de andlise de RMN. Os experimentos em RMN foram
realizados em espectrometro Bruker Avance 111 500 que opera a 11,75 T, observando *H a
500,13 MHz. O espectrometro foi equipado com uma sonda de trés canais (*H, 2H and XBB)

de deteccdo inversa de 5 mm.

Para a caracterizacdo dos sinais do extrato de oliveira e da g-ciclodextrina foram
realizados experimentos de RMN de *H e de correlagdes homonucleares COSY (*H-!H) e
heteronucleares HSQC (*H-3C). Na etapa de determinagdo da possivel interagio extrato/p-
ciclodextrina foram realizados experimentos de excitacdo seletiva com transferéncia seletiva
(NOEDIF-1D), TOCSY (RMN-2D,*H- Hipolar).-

4.8.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Nesse trabalho a microscopia de varredura foi usada para realizar uma caracterizacao
morfologica superficial das amostras e dos possiveis complexos formados através dos
diferentes métodos de inclusdo. Foi utilizado em microscopio eletrénico de varredura Quanta
250 (Thermo Fisher Scientific-FEI, Oregon, EUA) para amostras secas. Foi utilizado um
metallizador para a preparagdo de amostras, Sputter Coater, modelo SCD 050 (Bal-Tec,
Califérnia, EUA). Pequenas porcdes de amostras secas foram cuidadosamente depositados na

superficie do taldo contendo fita adesiva de carbono de dupla face. Em seguida, as amostras
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foram metalizadas por deposicdo de uma fina camada de ouro e avaliadas por microscopia

eletrbnica de varredura.

4.10.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Para o experimento foram usadas pastilhas de KBr (Brometo de potéssio) para
preparacdo das amostras. A faixa espectral utilizada no equipamento foi de 4000 a 400 cm™ em
uma resolucdo de 2 cm™, modelo Vertex70 v, Bruker, Ettlingen, Alemanha.

4.8.4 Difracéo de Raios X

Para a analise foi utilizado um difratdbmetro modelo D8, Bruker BioSpin que foi operado
a 40 kV e 35 mA na faixa de angulo de saida de 5 a 40° e velocidade de varredura de 0,02 a

0,58° por minuto.

4.9 Aplicacéo dos Extratos e Microencapsulado em Azeite de Oliva e Avaliacdo da
estabilidade oxidativa em Rancimat

O extrato de folha de oliveira microencapsulado e puro foi aplicado diretamente ao
azeite de oliva comum da marca Carbonell adquirido em supermercado em Maringa - PR. O
extrato microencapsulado foi adicionado ao azeite nas seguintes proporcdes: 0, 200, 500 e 1000
mg microencapsulado/kg de azeite. As garrafas foram colocadas em agitacdo em shaker durante
24 horas e entdo armazenadas em local escuro até data da analise. Nessa etapa foi avaliada a
estabilidade oxidativa em Rancimat (Laboratério de biocombustiveis, UEL-Londrina) nas
condicdes de 120 °C e fluxo de ar de 10 L/h. Néo foram realizadas triplicatas dessas analises
devido ao alto custo, ao tempo de uso do aparelho devido a grande quantidade de amostras e

pela boa calibracdo e precisdo que o equipamento fornece.

No Rancimat (Figura 11) o fluxo de ar passa através do 6leo, sendo aquecido (100 a 140
°C), o ar borbulha em &gua desionizada, dessa forma, arrastando os acidos carboxilicos volateis
gerados no processo de oxidagédo, 0s gases se solubilizam e aumentam a condutividade elétrica

da 4gua (JORGE, 2010).
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Figura 11: Equipamento Rancimat utilizado nos experimentos de estabilidade oxidativa de
azeite de oliva.

4.10 Analise estatistica

As andlises de variancia (ANOVA) dos resultados ou dados obtidos foram estudados
utilizando software Statistica® 8.0 e Origin 8. O nivel de significancia estatistica considerado
foi de 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da matéria prima

A Tabela 4 mostra os teores de umidade, de cinzas, de lipideos, de proteinas, de fibra
bruta, e de carboidratos determinados pelos métodos descritos e alguns valores encontrado na

literatura a titulo de comparacao.
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As folhas de oliveira utilizadas nos experimentos das variedades Arbequina, Koroneiki
e Arbosana apresentaram 5,85% de umidade (Tabela 4). A umidade baixa observada é um

parametro importante para a padronizacdo da matéria prima para extracao.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos e um comparativo com a literatura. Coppa et al
(2017) usando po seco de folhas de oliveira mostram teores de umidade semelhantes com os
obtidos no trabalho, j& o teor de cinzas foi superior (11,89%) e lipidios foi inferior (3,70%).

Tabela 4: Caracterizagdo das folhas de oliveira utilizadas nos experimentos, porcentagem em
massa seca.

Analise Conteudo (%) Literatura (%o)
Umidade 5,85 + 0,049 4,821
Cinzas 5,58 £ 0,153 11,89 %; 4,382
Lipidios 9,04 +0,718 3,701, 8,142
Proteina 13,01 £ 0,472 10,85 1; 12,24 2
Fibra Bruta 3,40+0,33 14,551
Carboidratos 63,11 59,00 %; 19,56 2

Média + desvio padrdo. ‘Coppa et al. (2017); 2 Cavalheiro et al. (2014)

A caracterizacdo fisico-quimica das folhas de oliveira (Tabela 4) demonstra a
similaridade entre matéria-prima usada neste trabalho e a utilizada em trabalhos disponiveis na

literatura.

As folhas de cultivares de oliveiras como a Arbequina, cultivadas no Sul do Brasil,
apresentam uma composic¢do quimica interessante comparado com variedades cultivadas em
outros paises por apresentar altos teores de proteinas (CAVALHEIRO et al., 2014). O alto teor
de proteinas € interessante para aplicabilidade em dietas humanas e de animais (AHMAD-
QASEM et al., 2013).

A composicao centesimal de cinzas (4,4%), proteinas (12,2%) e lipideos (8,1%) obtida
por Cavalheiro et al., 2014 em folhas de oliveira cultivadas no Brasil, na regido de Cacapava
do Sul-RS, foi semelhante aos resultados obtidos nesse trabalho (Tabela 3). Em oliveiras

cultivadas na Tunisia, algumas cultivares apresentaram porcentagem menor de proteinas e
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lipidios, a cultivar Chetoui apresentou 5,04% de proteinas e 1,23% de lipidios (BOUDHRIOUA
et al., 2009).

O valor da atividade agua (Aw) encontrado na amostra de extrato foi baixo (0,48 *
0,023). O pre-tratamento das folhas de oliveira para alcancar valores de atividade de &gua

inferior a 0,60 é desejado para impedir o desenvolvimento de microrganismos decompositores.

Os dados obtidos sdo importantes para uma possivel aplicacdo das folhas de oliveira
para suplementacdo na alimentacdo de animais ou humanos. Por exemplo, existem dados de
usos de folhas de O. europaea para suplementacdo dietética de galinhas para reduzir o teor de
colesterol da gema do ovo e aumentar a coloracdo da gema (BOTSOGLOU et al., 2013;
CAYAN & ERENER, 2015).

Na Tabela 5 estéo os dados de coloragdo da amostra usada nos experimentos.

Tabela 5: Dados de cor de folhas de oliveira utilizadas nos experimentos

Cor Média

L* 46,80 + 0,879
a* 4,57 + 0,150
b* 21,47 £ 0,625

O valor de L* para as amostras foi de 46,80, demonstrando tons relativamente escuros.
O valor de a* foi 4,57, demonstrando ser mais voltado para o verde, devido a presenca de
clorofila nas folhas. O valor de b* foi 21,47, mais voltado para o amarelo, provavelmente
devido a presenca de carotenos nas folhas (KIDMOSE et al., 2002), ou também devido ao
processo de secagem. Boudhrioua et al. (2009) observaram valores do parametro a* negativo,
indicando a cor mais verde de folhas de oliveira, porém, as folhas eram frescas (HEALTON &
MARANGONI, 1996). Boudhrioua et al. (2009) encontraram valores de L * entre 29,79 e 35,02
e b* variou entre 6,24 e 11,37, como as folhas eram frescas os valores de L* e b* foram mais
baixos porque com a secagem as folhas perdem um pouco a coloracdo verde e ficam mais
amareladas. No entanto, os autores relaram diferenca significativa de coloracdo entre as

variedades testadas, variedades cultivadas na Tunisia.
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5.2 Rendimento de extrato e oleuropeina

As curvas cinéticas de extracdo das folhas de oliveira foram feitas a partir de extracées
de 300 minutos, que foi o tempo em que foi observada a fase difusional. Na Figura 12 observa-
se que em torno de 70 minutos ocorre a maior parte de extracdo, ou seja, a obtencdo de maior
massa de extrato. Apds esse periodo a difusdo é predominante. Esse comportamento na PLE
pode ser explicado como no SFE, de acordo com as 3 etapas de extra¢do (Topico 3.4.1). No
processo de extracdo é ideal que as curvas alcancem a fase difusional, como observado na
Figura 12. A Tabela com os dados utilizados para obtencdo das curvas cinéticas encontra-se

nos apéndices.

Bl 30 :¢C, 100bar, 0.5 mL/min
@ 30 :C, 100bar, 1.0 mL/min
16 + Y 30 «C, 200bar, 1.0 mL/min
/\ 30 <C, 200bar, 0,5 mL/min 8
+ 45:C, 150bar, 0.75 mL/min 8
O 60 +C, 100bar, 0,5 mL/min 8
14+ A 60:C, 100bar, 1.0 mL/min 8
X 60 ¢C, 200bar, 0,5 mL/min
| <> 60 C, 200bar, 1.0 mL/min 8 8
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Figura 12: Cinética de extracdo com etanol pressurizado das folhas de oliveira em diferentes
condicdes de extracdo (temperatura, pressao e vazdo de solvente).

Quando foi empregada a temperatura de 60 © C, as curvas de extracdo foram superiores,
apresentando maiores rendimentos massicos de extrato. Como mostra a analise estatistica
(Figura 13), onde a temperatura aparece como parametro com efeito positivo na extracéo,

proporcionando maior rendimento do extrato (14,53 a 15,06%), independentemente da pressao
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e vazdo do solvente. Isso demonstra que € possivel usar a menor vazdo de solvente e menor

pressdo para economia de solvente e energia.

S /// = %mm
Curvatr. // // / -5. 96456
{E}P{bar}% //}/—252517

by //////////////// 215816

1Dy2 a?és

§
.

(3 (mL/min)

p=,05

1 .53?25

Figura 13: Diagrama de Pareto para efeito das variaveis independentes sobre o rendimento do
extrato das folhas de oliveira obtidos por etanol pressurizado.

Os rendimentos obtidos nas extragdes de acordo com delineamento experimental
variaram de 7,19 até 15,05% (Tabela 6), confirmando a temperatura como fator determinante
no rendimento. A interacdo dos fatores ndo foi significativa. 1sso pode ser explicado porque a
temperatura € um parametro de grande influéncia em um processo de PLE, podendo melhorar
a eficiéncia de extracao por perturbar as interacGes dipolo e pontes de hidrogénio entre o analito
e a matriz, diminuindo a energia de ativacdo necessaria para a dessorcdo, também diminuindo
a tensdo superficial e a viscosidade do solvente (MORENO, REZA & TREJO, 2007; RICHTER
et al., 1996).

A pressdo na PLE permite que o solvente permaneca na forma liquida, mesmo a
temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo e também facilita a penetracdo do solvente nos
poros da amostra (PURCARO, MORET & CONTE, 2014). No entanto no presente estudo ela
ndo foi um parametro significativo (Figura 13), bem como a vazéo de solvente. A vazdo mesmo
ndo sendo significativa nessa extragdo, é um fator a ser considerado na PLE de fluxo continuo,
podendo ter efeito no rendimento de extragdo, ja que o solvente entra no sistema continuamente
(PURCARO; MORET; CONTE, 2014).
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Tabela 6: Rendimento dos extratos obtidos na extracdo com etanol pressurizado das folhas de
oliveira de acordo com delineamento experimental.

Temperatura Presséo Vazédo de solvente Rendimento

(°C) (bar) (mL/min) extrato (%)
30 100 0,50 7,90
30 200 0,50 9,69
30 100 1,00 7,19
30 200 1,00 7,74
45 150 0,75 9,65
60 100 0,50 15,06
60 200 0,50 14,85
60 100 1,00 14,71
60 200 1,00 14,53

O modelo de regresséo linear para as variaveis (Equacéo 2) obtido via analise estatistica,

apresenta um Rz de 0,9959, ou seja 99,59% da variavel rendimento de extrato de folhas de

oliveira (Rg,:) consegue ser explicada pelos regressores do modelo. O grafico dos valores

preditos versus observados mostra que foi obtido um bom ajuste dos dados ao modelo (Figura

14), o valor de R2 também indica que o modelo consegue explicar bem os valores observados.

A curvatura significativa indica que possivelmente os valores quadraticos podem considerados,

no entanto, o0 modelo linear se ajustou bem aos dados, como mostrado pelo coeficiente de

regressdo linear.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=.2011337
DV: Rendimento (%)
16 . .

15+

14 |

13 +

12 +

11+

10 +

Predicted Values

[oX¢) o

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Observed Values

Figura 14: Valores preditos versus observados do rendimento da extracdo com etanol
pressurizado das folhas de oliveira.

Rgye = 11,46 + 3,33T — 0,42P + 0,24V + 0,25TP — 0,34TV — 0,151PV +
0,16TPV Equacdo 2

R? = 0,9959

em que Rg,; é 0 rendimento do extrato (%), T € a temperatura (°C), P é a presséo (bar) e V é a

vazao do solvente (mL min).

Para determinacdo do teor de oleuropeina nos extratos secos, foi determinada a curva
padrdo da oleuropeina (Figura 15) obtida a partir da relacdo entre a massa (concentracao inicial
de 0,125 pg/uL pelo volume de injecdo) e a area do pico. A Figura 16 mostra o cromatograma
caracteristico do padrdo de oleuropeina utilizado para as amostras. O tempo de retengédo foi de
7,7 minutos. Na Figura 17 é mostrado o cromatograma de uma amostra extraida a 60 °C.
Observa-se nos picos caracteristicos dos componentes do extrato de folhas de oliveira, o tempo
de retencdo foi deslocado em alguns segundos. Ha um pico pronunciado ap6s os 10 minutos,

que provavelmente deve-se a presenca de clorofila.
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Figura 15: Curva padrao de oleuropeina.
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Figura 16: Cromatograma caracteristico do padréo utilizado.
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Figura 17: Cromatograma da amostra seca extraida nas condi¢cGes de temperatura de 60°C,
pressdo de 100 bar e vazéo de etanol de 0,5 mL min™.

O rendimento de oleuropeina nos extratos foi semelhante em todas as condicbes de
extracdo do experimento, os valores variam de 8,05 a 8,92% (Tabela 7). Os fatores temperatura,
pressdo e vazao de etanol ndo exerceram influéncia no teor de oleuropeina e também nédo houve
a interacdo dos fatores de acordo com a andlise estatistica, como observado no diagrama de
Pareto (Figura 18). Levando em consideracdo o rendimento do extrato, pode-se inferir que
usando uma temperatura mais alta é possivel obter extratos com maior teor de oleuropeina,
porque o rendimento massico de extrato foi maior, ja que a pressdo e a vazao do solvente ndo

interferiram nos resultados.
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Tabela 7: Rendimento de oleuropeina nos extratos obtidos na extracdo com etanol pressurizado
das folhas de oliveira de acordo com delineamento experimental.

Temperatura Presséo Vazéo de solvente Rendimento
(°C) (bar) (mL/min) Oleuropeina (%)
30 100 0,50 8,66
30 200 0,50 8,68
30 100 1,00 8,52
30 200 1,00 8,69
45 150 0,75 8,55
60 100 0,50 8,92
60 200 0,50 8,47
60 100 1,00 8,46
60 200 1,00 8,05

O modelo de regressao linear para as variaveis € mostrado na Equacdo 3. O grafico dos
valores preditos versus observados mostra o ajuste dos dados ao modelo (Figura 19), o valor de

R2 também indica que 0 modelo consegue explicar bem os valores observados (0,9104).

1by2 -2.4601

(3)W (mVmin)

-2,40924

1by3
(2)P (bar)

(T (*C)

-1,76759

-1.61177

-1,56416

2by3 A768538

1"2*3 -257028

Curvatr -,080796

p=05
Standardiz ed Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 18: Diagrama de Pareto para efeito das variaveis independentes sobre o rendimento de
oleuropeina nos extratos obtidos por etanol pressurizado.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,0217667

DV: Rendimento (%)
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Figura 19: Valores preditos versus observados do rendimento de oleuropeina (%) nos extratos
de folhas de oliveira obtidos por etanol pressurizado.

Roie = 8,56 —0,081T — 0,084P + 0,013V + 0,128TP — 0,092TV + 0,025PV +
0,013TPV Equacéo 3

R? =0,9104
em que Ry, € o rendimento de oleuropeina nos extratos (%), T é a temperatura, P € a pressdo

e V é a vazdo do solvente.

Trabalhos que utilizaram PLE em modo continuo para extracdo de compostos de O.
europaea nao foram encontrados na literatura para comparar os resultados. Em estudo com PLE
de modo estatico (XYNOS et al., 2012) encontraram resultados semelhantes no teor de
oleuropeina dos extratos (7,3 a 16,4%), utilizando agua e etanol como solventes, sendo que o
etanol puro foi melhor. Em outros trabalhos em PLE de modo estatico a temperatura foi um
parametro significativo no processo, influenciando positivamente no rendimento do extrato e
negativamente no teor de oleuropeina (XYNOS et al., 2014). A extracdo em modo continuo
tem a vantagem de introducéo de solvente fresco no sistema, 0 que ajuda a manter um equilibrio
de extracdo favoravel durante o processo, podendo ser controlado o fluxo de solvente, mantendo
a mesma pressdo na célula de extracdo (PURCARO, MORET & CONTE, 2014).
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Rendimento de 5,8% de extrato foi alcangado por Lozano-Sénchez, Castro-Puyana &
Mendiola, 2014 utilizando temperatura de 120 °C e composicao de etanol : &4gua de 50:50 v/v,
nessas condigdes os autores também observaram maior teor de compostos fendlicos do residuo

da extracdo de azeite de oliva usando PLE.

Esses resultados demonstram que o trabalho traz contribuicdes para literatura em relagao
aos parametros a serem ajustados para extracdo da oleuropeina das folhas de oliveira na PLE
de modo continuo. A temperatura um pouco mais elevada aumenta o rendimento da extracdo,
porém, o teor de oleuropeina no extrato nao se altera. As técnicas verdes de extracdo como SFE
ou PLE foram consideradas mais eficientes para extrair compostos com menor polaridade em

folhas de oliveira, sendo considerados processos mais ecologicos (TAAMALLI et al., 2012).

A tecnologia verde € usada para extracdo de oleuropeina em outros trabalhos, por
exemplo, a extracdo supercritica com CO; e etanol como co-solvente (XYNOS et al., 2012).
Resultados interessantes (36% de oleuropeina) foram obtidos por Baldino et al. (2017) usando
temperatura de 35 °C e pressdo de 150 bar em extracdo de antissolventes supercriticos (SAE)
num processamento hibrido formado pela extragéo tradicional de etanol das folhas de oliveira,
seguido de precipitacdo SAE. Estudos nesse sentido sdo importantes para se aperfeicoar os
parametros e melhorar as condicOes de extracdo para obtencdo de maior teor de oleuropeina
com economia de energia, diminuindo a contaminacdo do meio ambiente e desperdicio de
solventes (PURCARO, MORET & CONTE, 2014).

Outros métodos de extracdo, como ultrassom (XIE et al., 2015), extracdo com solvente
hidroalcoolico (COPPA et al., 2017) e maceracdo (JIMENEZ et al., 2011) demonstraram

alguns resultados interessantes para obtencédo de oleuropeina de folhas de O. europaea.

5.3 Determinacéo dos componentes fendlicos totais

Nos extratos obtidos, os componentes fendlicos totais em miligramas de equivalentes
de &cido galico por grama de extrato sdo mostrados na Tabela 8. Pelos resultados da analise de
variancia verifica-se que nenhum dos fatores foi significativo na extracdo desses componentes,
como também suas interacbes (p > 0,05). Pelo grafico de Pareto (Figura 20), nenhuma das

barras ultrapassa o p valor: 0,05 no gréfico.
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Os compostos fendlicos podem ser ativos como antioxidantes agindo por diferentes vias
potenciais sendo a mais importante por eliminagdo de radicais livres, na qual o fenol pode
quebrar a reacdo em cadeia dos radicais livres (BRIANTE et al., 2003; LEE & LEE, 2010).
Nesse contexto, os valores obtidos sdo interessantes para um posterior uso do extrato para
enriquecimento de alimentos. Por exemplo, pesquisas sobre polifendis em estudos com animais
e humanos mostraram que esses compostos possuem efeito benéfico para salde, por suas
propriedades que previnem doencas e o envelhecimento, incluindo atividades antiinflamatorias,
antioxidantes e estrogénicas (LANDETE, 2012).

Tabela 8: Componentes fenolicos totais em mg equivalente acido galico por gramas de extrato
das folhas dos extratos de folhas de oliveira obtidos em diferentes condigdes de extragcdo com
etanol pressurizado.

Vazdo de

Temperatura  Presséo solvente Fendlicos totais (mg
(°C) (bar) (mL/min) EAG/g de extrato)
30 100 0,50 10,50 £ 0,39
30 200 0,50 11,67 £0,37
30 100 1,00 11,34 £ 0,37
30 200 1,00 11,22 £0,30
45 150 0,75 11,77 £0,39
60 100 0,50 12,78 £ 0,47
60 200 0,50 11,48 £0,35
60 100 1,00 12,55 £ 0,57
60 200 1,00 12,10 £ 0,24

Média £ desvio padrao.
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Figura 20: Diagrama de Pareto para efeito das variaveis independentes sobre fenolicos totais
nos extratos obtidos por etanol pressurizado.

A Equacdo 4 mostra o0 modelo de regressao linear obtido pela analise estatistica para as
variaveis. O grafico dos valores preditos versus observados mostra o ajuste dos dados ao
modelo (Figura 21), o valor de R2 obtido foi de 0,9392.

FT =8,56 —0,081T — 0,084P + 0,013V + 0,128TP — 0,092TV + 0,025PV +
0,013TPV Equacao 4

R? = 0,9392
em que FT sao fendlicos totais (mg EAG/g de extrato), T é a temperatura, P € a pressdo e V € a

vazao do solvente.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=.1265282
DV: Fenolicos
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Figura 21: Valores preditos versus observados dos componentes fendlicos totais (mg EAG/g
de extrato) dos extratos de folhas de oliveira obtidos por etanol pressurizado.

Utilizando outras formas de extracdo, Le Floch et al., 1998 obtiveram componentes
fendlicos das folhas de oliveira por extracdo supercritica nas seguintes condic@es: solvente
dioxido de carbono (10% de metanol), pressdo de 334 bar, 100 °C de temperatura e vazdo de
solvente de 2 ml min’t durante 140 min. Os autores, no entanto, obtiveram uma concentragao
total baixa de fendlicos (7,6 mg g 1) e quando o solvente foi apenas metanol a concentragao foi
de 16,8 mg g*. O metanol é considerado um bom solvente para extrair a oleuropeina e outros
compostos fendlicos. Porém, esse solvente possui alta toxicidade e pode comprometer a

utilizacdo dos extratos em alimentos (COPPA et al., 2017).

Utilizando o metanol como solvente Sahin & Bilgin, (2012) obtiveram resultados de
fendlicos totais entre 10,11 - 61,66 mg EAG/g de folha seca de oliveira utilizando técnicas de
homogeneizacao e 7,35 - 38,66 mg EAG/g de folha seca na extracdo por ultrassom. Resultados
de componentes fendlicos entre 5,18 e 20,31 mg GAE/ g de extrato de oliveira foram obtidos
por Sahin & Samli (2013) usando extracdo assistida por ultrassom, os autores também
concluiram que a melhor condicéo para extracao foi a de concentracdo de 50% etanol/agua, 10

mL de solvente e 60 min de tempo de extracéo.
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Observa-se que ha uma grande variag¢do dos resultados de fendlicos em folhas de O. europaea
encontrados na literatura. Alguns se aproximam dos resultados encontrados nesse trabalho, no
entanto podem ocorrer grandes variagdes dos compostos fendlicos de acordo com a cultivar,

época de coleta, clima e condi¢des de cultivo das oliveiras (COPPA et al., 2017).

5.4 Determinacéo da Atividade Antioxidante

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados de atividade antioxidante 1Cso (ug mL™)
referentes aos extratos obtidos pelas diferentes condi¢Oes de extragdo com etanol pressurizado.
Os resultados sdo expressos em ICso, que € a concentracao inibitdria de antioxidantes capaz de
inibir 50% do radical livre DPPH. Quanto menor o valor de ICso, maior teor de antioxidantes
possui 0 extrato. Os resultados mostraram um bom potencial antioxidante dos extratos, 0s
valores variaram de 29,27 a 45,22 pg mL™, na temperatura de 30 °C os resultados foram
melhores (29,27 a 36,33 pg mL™?).

Tabela 9: atividade antioxidante expressa em ICso pelo método DPPH, dos extratos de folhas
de oliveira obtidos em diferentes condi¢c6es de extracdo com etanol pressurizado.

Temperatura  Pressao Vazdo de -1
F()OC) (bar) solvente ICs0 (ng mL™)
(mL/min)
30 100 0,50 36,10 2,55
30 200 0,50 36,33 £1,65
30 100 1,00 32,18 £8,19
30 200 1,00 29,27 +2,62
45 150 0,75 45,22 +1,33
60 100 0,50 42,35+2,19
60 200 0,50 43,54 £ 0,73
60 100 1,00 42,24 + 0,41
60 200 1,00 43,54 + 0,64

Média £ desvio padréo. ICso: Concentracdo do extrato necessaria para diminuir em 50% a concentracéo
do radical DPPH.

O diagrama de Pareto mostra que a temperatura foi um parametro significativo para

antioxidantes (Figura 22), em menores temperaturas de extracdo foi possivel obter maior teor
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de antioxidantes nos extratos. A Equagéo 5 demonstra o modelo de regresséo linear obtido pela
analise estatistica para as variaveis. O grafico dos valores preditos versus observados mostra o
ajuste dos dados ao modelo (Figura 23), mostrando um bom ajuste dos dados a0 modelo. O
valor de R? obtido foi de 0,97309.

(NT (°C) //// I5_423542

Curvatr. % 4997831

(3W (mLimin) -1.BB663

1by3 1.850402

1by2 8799086

123 5525142

2by3 -517427

(2)P (bar) %-.031924

p=.05

Figura 22: Diagrama de Pareto para efeito das variaveis independentes sobre a atividade
antioxidante nos extratos obtidos por etanol pressurizado.

DPPH IC5, = 38,19 +4,72T — 0,02P — 1,39V + 0,65TP + 1,35TV — 0,38PV +
0,40TPV Equacéo 5

R? =0,9739

Onde DPPH ICs ¢ atividade antioxidante dos extratos (ug mL™), T é a temperatura, P ¢é a

pressdo e V € a vazao do solvente.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=4.318811
DV: Antioxidantes
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Figura 23: Valores preditos versus observados dos antioxidantes (ICso) dos extratos de folhas
de oliveira obtidos por etanol pressurizado.

A atividade antioxidante dos extratos ndo foi correlacionada com o contetido fendlico
total dos extratos das folhas de oliveira em trabalhos anteriores (XYNOS et al., 2014), bem
como neste trabalho. Mesmo sendo a oleuropeina o principal composto fendlico nas folhas de
oliveira, as interacbes entre os diversos constituintes € o que provavelmente define o
comportamento antioxidante dos extratos (MYLONAKI et al., 2008).

Resultados de Xynos et al. (2014) mostraram ICso de 118,8 ug mL* em PLE modo
estatico (40 °C, 100% de etanol para um ciclo de extracdo) de folhas de oliveira em pd,
apresentando menor potencial antioxidante em relacdo aos encontrados nesse trabalho. Usando
PLE e etanol como solvente, Herrero et al. (2011) alcangaram ICso de 27,4 a 52,7 pgmL?,
resultados que se aproximam dos encontrados nesse trabalho. Dados variando de 86,31 a
97,97% de inibicdo do radical DPPH foram obtidos por Sahin & Samli, 2013 em extracdo
assistida por ultrassom das folhas de oliveira, utilizando etanol/agua como solvente. Em estudo
com extrato comercial de folhas de oliveira (Irlanda) Hayes et al., 2011 obtiveram 1Cso de 34,58
pg mL™.

O uso de extrato de folhas de oliveira rico em oleuropeina, outros compostos fendlicos
e antioxidantes € promissor para o enriquecimento do azeite de oliva, por exemplo, aumentando

a sua composicdo de polifenois e a sua estabilidade oxidativa (COPPA et al., 2017; JIMENEZ
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et al., 2011). Isso demonstra a importancia da obtencdo de extratos limpos a partir de matéria
prima de baixo custo, para posterior uso no enriquecimento de alimentos e melhora da saude

através do consumo de antioxidantes ndo sintéticos.

5.5 Caracterizagdo dos microencapsulados/complexos de Incluséo

5.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H do extrato das folhas de oliveira (EP) e do receptor 5-CD,

sdo apresentados nas Figuras 24 e 25, respectivamente.

DMSO-d6

Folhas da oliveira - extrato etandlico

n _ bl P
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Figura 24: Espectro de RMN de *H do extrato das folhas de oliveira (EP) em DMSO-d6.
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De acordo com a literatura (FRACETO et al, 2007), a f-CD apresenta dois sitios de
interacdo, um externo hidrofdébico e outro interno hidrofilico. Quando ocorre o encapsulamento
de moléculas os hidrogénios H-3 e H-5 sofrem alteracBes em seus ambientes quimicos. Essas
alteracdes sdo detectadas por RMN através de variacbes no deslocamento quimico (9),
interacdes espaciais (efeito nuclear Overhauser - NOE), tempos de relaxacdo (T e T>) e perfis
de difusdo. Os sinais dos hidrogénios H-3 e H-5 da -CD sao observados no espectro de RMN
de 'H (Figura 25), respectivamente em ¢ 3,36 (dd, J =9,4e 9,2 Hz) e 6 4,43 (dd, J =59¢e 5,5
Hz).

A Figura 26 apresenta um comparativo entre 0s espectros das seis amostras avaliadas.
O intuito foi verificar possiveis alteracdes nos deslocamentos quimicos da $-CD ap0s a possivel
encapsulacéo do extrato de oliveira. As variacdes nos valores de deslocamento quimico da /-
CD séo sutis nas quatro amostras de interacdo com o extrato. Essas alteracdes podem refletir
tanto a interagéo entre os dois compostos, bem como as variagdes da concentragdo da $-CD nas
misturas quando comparada a amostra pura. Devido ao namero de fatores que podem alterar 0s
valores de ¢ de uma molécula (solvente, concentragdo, pH, temperatura, etc.) esse parametro se

mostra impreciso na comprovacao da intera¢do S-CD e molécula hospede.
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Figura 26: Superposicio dos espectros de RMN de *H da s-CD, extrato de oliveira e interagGes
(MF, MF+CO2, KN e KN+CO>).

Um método mais seguro de verificacdo da encapsulacéo do extrato de oliveira na f-CD
foi realizado através do efeito nuclear Overhauser (NOE). A irradiacéo seletiva de sinais da /-
CD resulta na transferéncia de polarizacédo entre hidrogénios espacialmente proximos, quer seja
da prépria molécula ou da molécula hospede (extrato de oliveira), resultando no aumento da
intensidade dos sinais dos hidrogénios que receberam polarizacdo. Para avaliar esses efeitos,
foram realizados experimentos NOESY-1D, irradiando-se os hidrogénios H-5 (6 4,43) da p-

CD, cujos resultados séo apresentados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27: Espectros de RMN de H das amostras MF e MF+CO,, demonstrando o efeito da
irradiacdo seletiva (NOE) do hidrogénio H-5 da p-CD nas amostras MF e MF+CO2. Em
destaque hidrogénios que tiveram a intensidade aumentada pelo efeito NOE.
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Figura 28: Espectros de RMN de H das amostras KN e KN+CO;, demonstrando o efeito da
irradiacdo seletiva (NOE) do hidrogénio H-5 da f-CD nas amostras KN e KN+CO2. Em
destaque hidrogénios que tiveram a intensidade aumentada pelo efeito NOE.

Conforme pode-se observar nas Figuras 27 e 28, a irradiacdo do hidrogénio H-5 da /-
CD resultou no aumento da intensidade dos sinais dupleto em ¢ 4,12 (J = 7.1 Hz) e tripleto em
0 4,31 (J = 5.5 Hz). Destaca-se que esse tripleto possui deslocamento quimico tipico de
hidrogénios acilcarbindlicos, como os destacados com um asterisco na estrutura da oleorupeina
(Figura 29). O aumento na intensidade indica interacdo espacial entre os hidrogénios H-5 da /-
CD e os dois hidrogénios do extrato da oliveira. Dessa forma, essa interacdo indica o sitio de

interacdo entre f-CD e a molécula hospede.
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Figura 29: Estrutura da oleuropeina. Em destaque (asterisco) hidrogénios acilcarbinélicos, que
possuem deslocamento quimico na regido de ¢ 4,3.

5.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microscopias eletronicas de varredura das substancias puras e dos complexos séo
mostradas na Figura 30, onde observam-se mudancas de morfologias das amostras quando
comparadas as substancias puras e as misturas, essas mudancas nas estruturas cristalinas das
amostras indicam possivelmente a formacao de complexos de inclusdo (MORAES et al., 2007;
YALLAPU, JAGGI & CHAUHAN, 2010). No kneading as particulas parecem mais
aglomeradas, isso pode ser devido a adi¢do da agua no preparo. O CO; supercritico ndo parece
ter influenciado na morfologia das amostras, se comparadas as amostras MF com MF+CO: e
KN com KN+CO- (Figura 30).

Os dados corroboram com trabalho de Yallapu, Jaggi & Chauhan (2010) que fizeram
inclusdo de curcumina em B-CD, onde a aparente mudanca morfoldgica de estruturas em forma
de flocos para agregados menores foi atribuida ao encapsulamento de curcumina nas cavidades
de CD em complexos de CD-CUR (YALLAPU, JAGGI & CHAUHAN, 2010).
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Figura 30: Microscopia eletronica de varredura (MEV) das substancias puras (-Ciclodextrina
¢ extrato das folhas de oliveira) e dos microencapsulados/complexos de B-Ciclodextrina e
extrato de folhas de oliveira.

5.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Para interpretar as analises de FT-IR foram observados os deslocamentos das bandas de
absor¢do da B-ciclodextrina, onde podem ocorrer interagdes entre grupos de atomos da

molécula da substancia hospede e da f-CD (LIMA et al., 2012).
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Na Figura 31 estdo os espectros de FT-IR de todas as substancias (hdspede e hospedeira)
mostrando as bandas de absor¢do. O pico a 2935 cm™ do extrato puro pode ser atribuido a
vibragdes de alongamento de grupos funcionais -CH de -CHs e -CH2 (AWWAD & FARHAN,
2012). A banda de alongamento C-H em 1460 cm™, caracteristico de grupos metila (PAVIA,
2010), e na regido de 2852 cm sdo bandas caracteristicas da oleuropeina. O pico a 1693 cm™
é caracteristico de alongamento C = O (HIZAL, 2006). O alongamento C-O em fendis produz
picos na regido de 1300-1100 cm™ (HISAL, 2006). Esta banda apareceu a 1267 cm™ no
espectro do extrato puro das folhas de oliveira. A banda a 1080 cm™ pode ser atribuida as
vibragdes C-OH da proteina na folha de oliveira (KHALIL, ISMAIL & EL-MAGDOUB,
2012).

r’mwmw KN +C[]2
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— 11571028
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1637 “
293} \ 1157 1028
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Figura 31: Espectros na regido do infravermelho das substancias puras (B-Ciclodextrina e
extrato das folhas de oliveira) e dos microencapsulados/complexos de B-Ciclodextrina e extrato
de folhas de oliveira. EP: extrato de folhas de oliveira puro; B-CD: B-Ciclodextrina pura; MF:
Mistura fisica; MF+CO2: Mistura fisica + CO2 supercritico; KN: Kneading; KN + COg:
Kneading + CO; supercritico.
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O espectro da p-ciclodextrina mostrou picos em 2923 cm™?, atribuido a estiramento C —
H, em 1157 cm caracteristico de estiramento C — O e em 1028 cm™ atribuido a unidades de
glicose C — O — C (AGUIAR et al., 2014; SAMBASEVAM et al., 2013). O pico a 1649 cm
corresponde a HOH (YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2010) (Figura 31).

Os espectros dos complexos de inclusdo mostraram picos possivelmente referentes a
presenca da oleuropeina, destacados na Figura 31. Houve um deslocamento dos picos para
maior frequéncia em todos os complexos, quando se observa o pico a 2923 cm™ da B-CD. A
banda a 1649 cm™ também foi deslocada nos espectros de todos os complexos para menor
frequéncia, sendo que o pico de MF + CO. supercritico teve o maior deslocamento, para 1637
cm®. Esse deslocamento de picos que ocorre em complexos de incluséo indica forte interagdo
fisica entre a molécula hdspede e hospedeira, confirmando a formagao do complexo de inclusédo
no estado solido, como observado por outros autores (AGUIAR et al., 2014; SAMBASEVAM
etal., 2013; EID et al., 2011; YALLAPUA 2010; ALEEM et al. 2008).

Os picos a 1028 cm™ reduziram sua intensidade nos complexos, mais intensamente em
KN e KN + CO> (Figura 30). Estudos mostraram que a inser¢do de uma molécula-hdspede no
interior da cavidade da B-CD reduz a livre movimentacdo das moléculas encapsuladas,
reduzindo a intensidade do sinal devido a uma restricdo conformacional que ocorre
(SAMBASEVAM et al., 2013; EID et al., 2011; ALEEM et al. 2008).

5.4.4 Difracéo de Raios X (DRX)

Os difratogramas obtidos sdo mostrados na Figura 32. Através das diferencas nas
amostras, como surgimento ou desaparecimento de picos ou mudancas nas intensidades
relativas, podem ser considerados indicios de formagao de complexos de inclusao entre a B-CD

e o extrato (CAO et al., 2005).

Na Figura 32, os principais picos da molécula de B-Ciclodextrina foram identificados
em 20 igual a 6,32°, 9,06° 10,67° e 12,48°. Foi também observado que ndo houve ruptura da
rede cristalina da B-Ciclodextrina apos inclusdo da molécula hospede (Extrato de oliveira) pelos
métodos de mistura fisica (MF e KN), ou seja, 0 mapa cristalografico da molécula hospedeira
permaneceu inalterado, assim como identificado por Cortes et al., 2001. A notavel discrepancia

entre os mapas cristalograficos da amostra pura de f-Ciclodextrina e suas inclusdes séo as
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reducdes da cristalinidade, ou seja, da intensidade dos picos, apds os procedimentos de incluséo,
e esta informacdo pode dar uma margem da interpretacdo de que ocorreu a inclusdo do extrato
de oliveira na B-Ciclodextrina (WINTERS, YORK & TIMMINS, 1997), no entanto sem ocorrer
amorfizagdo ou formagéo de novas fases. As inclusdes KN+CO. e MF+CO; apresentaram
aparente maior reducdo da cristalinidade, no entanto, os difratogramas séo semelhantes (Figura
32).

KN+CO,

KN

MF+CO,

MF

Intensidade (u.a)

28

Figura 32: Gréfico de Difracdo de Raios X das substancias puras e das misturas/complexos de
inclusdo. EP: extrato de folhas de oliveira puro; B-CD: B-Ciclodextrina pura; MF: Mistura
fisica; MF+CQ2: Mistura fisica + CO; supercritico; KN: Kneading; KN + CO2: Kneading +
CO2 supercritico.

O DRX do extrato das folhas de oliveira apresentou-se na forma amorfa, com a
predominancia de alguns picos referentes a compostos fendlicos (9,49°, 13,7°, 20,4°, 28,13° ¢

33,2°% que apontam a presenga da Oleuropeina.

Os picos referentes a molécula de oleuropeina ndo foram visualizados nas linhas de
difracdo das amostras apds procedimento de inclusdo (MF, MF+CO2, KN e KN+CO>) devido
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a baixa razdo associada de 1:4 (Oleuropeina : B-Ciclodextrina), o que poderia tornar os picos
da Oleuropeina imperceptiveis por conta da baixa intensidade apresentada em relacdo a
presenca massiva da molécula hospedeira, ou ainda devido a sobreposicdo dos picos.

5.5 Estabilidade oxidativa em Rancimat

A estabilidade oxidativa é demonstrada em horas, que correspondem ao periodo
de inducdo, esse periodo é 0 tempo necessario para que 0s compostos formados no processo de
oxidacdo sejam perceptiveis (HILL, 1994).

Na Tabela 10 pode-se observar os tempos de inducao obtidos no equipamento. Quando
a concentragdo dos microencapsulados foi mais baixa (200 mg/kg de azeite) ndo houve aumento
no tempo de indugdo. Quando a concentracdo dos microencapsulados foi aumentada para 500
mg/kg de azeite, observa-se um aumento de aproximadamente duas horas no tempo de inducédo
dos tratamentos MF (18,53 h), MF+ CO> (18,00 h) e KN+ CO. (18,00 h) se comparados a
testemunha (azeite puro). Esses dados corroboram com Coppa et al. (2107), que tambem
obtiveram aumento de duas horas no tempo de inducdo de azeite comum com a adi¢do de
extratos das folhas de oliveira. Os tratamentos com extrato puro (EP) e kneading (KN) na

concentracdo de 500 mg/kg de azeite ndo interferiram no tempo de inducéo (Tabela 10).
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Tabela 10: Estabilidade oxidativa obtida no aparelho Rancimat, de azeite de oliva, com e sem
a adicdo de extrato de oliveira e microencapsulados de extrato de oliveira. EP: extrato de folhas
de oliveira puro; MF: Mistura fisica; MF+CO2: Mistura fisica + CO. supercritico; KN:
Kneading; KN + CO2: Kneading + CO> supercritico.

Concentracao do Tempo de induc&o

Tratamento mlcroencapsul_ado (mg/kg de (horas)
azeite)

AP (Controle) 0 16,53
EP 16,55
MF 16,18
MF+CO: 200 16,23
KN 16,34
KN+SC 16,23
EP 16,81
MF 18,53
MF+ CO: 500 18,00
KN 16,54
KN+ CO> 18,00
EP 18,02
MF 18,15
MF+ CO> 1000 17,09
KN 17,76
KN+ CO> 17,48

O dobro da concentracdo de microencapsulados foi adicionada e o tempo de inducéo
diminuiu para MF+ CO. (de 18,00 para 17,09 h) e KN+ CO; (de 18 para 17,48 h). Esses
microencapsulados podem ter acelerado o processo de oxidacdo do azeite, 0 que ndo seria
interessante nessas concentracfes. Isso demonstra que o CO2 supercritico pode ter alterado
algumas caracteristicas do extrato apds o processo de inclusdo. Ja para os tratamentos EP e KN
houve aumento no tempo de indu¢do com aumento da concentracdo. EP aumentou de 16,81
para 18,02 h e KN aumentou de 16,54 para 17,48 h, o tratamento MF n&o sofreu alteragdo com

aumento da concentracdo de 500 para 1000 mg/kg de azeite (Tabela 10). Coppa et al. (2017)
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dobraram a concentragdo do extrato de oliveira adicionado ao azeite e também ndo obtiveram

vantagens no tempo de indugéo.

Alguns autores também obtiveram resultados interessantes no aumento da estabilidade
oxidativa de 6leos vegetais com a adicdo de antioxidantes naturais de extratos de plantas. O
extrato de folhas de oliveira foi adicionado em azeite de oliva e aumentou o tempo de indugéo
de 9 para 13,5 horas, para 6leo de girassol aumentou de 17,5 para 21 horas e para 6leo de palma
aumentou de 17,5 para 21 horas o tempo de inducdo (SALTA et al., 2007). Jimenez et al. (2011)
testaram diferentes tipos de extratos de folhas de oliveira (hidroalcodlico, prensagem e com
CO2 supercritico) na estabilidade oxidativa de 6leos de girassol, canola e soja, e concluiram que
0 extrato obtido por extracdo supercritica foi mais eficiente para o aumento do periodo de

indug&o nos o6leos.

E crescente a demanda por esses antioxidantes naturais para substituicio de
antioxidantes sintéticos, que demonstram eficiéncia, porém, podem causar danos a salde se
ingeridos em maiores quantidades (DURAN; PADILLA, 1993). Nesse contexto, a procura por
antioxidantes naturais para aplicacdo em alimentos, cosméticos e farmacos sugere novas
estratégias para aumentar a estabilidade oxidativa dos produtos (AHMAD-QASEM et al.,
2013).
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6. CONCLUSOES

A melhor temperatura para obtengéo de extrato das folhas de oliveira por PLE de modo
dinamico foi de 60 °C (rendimentos de variando de 14,53 a 15,06%), dentre as condigdes
estudadas. Podendo ser usada uma vazéo de 0,5 mL min e pressdo de 100 bar, as mais baixas

testadas nos experimentos, para uma economia de energia e solvente.

O rendimento de oleuropeina nos extratos variou de 8,05 a 8,92%. Os componentes
fendlicos variaram de 10,50 + 0,39 a 12,55 + 0,57 mg EAG/g de extrato. Os parametros de
temperatura, pressdo e vazao de solvente ndo influenciaram no teor de oleuropeina e nos
componentes fendlicos nas condigcdes experimentais desse trabalho. A atividade antioxidante
foi maior em extratos obtidos em temperatura de 30°C, vaz&o de 0,5 mL min e pressdo de 100

bar.

Através das analises de caracterizacdo dos microencapsulados e das substancias puras
foi possivel concluir que houve aparente inclusdo do extrato na 3-CD, devido a grande interacédo
entre as moléculas. As quatro formas de inclusdo testadas tiveram resultados semelhantes nas
analises de caracterizac¢do. A inclusao do extrato na -CD influenciou na estabilidade oxidativa
do azeite de oliva, na concentracdo 500 mg micrencapsulados/kg de azeite ocorreu aumento de
aproximadamente duas horas no tempo de inducdo dos tratamentos MF (18,53 h), MF+ CO;
(18,00 h) e KN+ CO2 (18,00 h). O dobro da concentracdo de microencapsulados resultou em
indugéo do tempo de inclusdo para MF + CO> (de 18,00 para 17,09 h) e KN + CO> (de 18 para
17,48 h). A tecnologia supercritica ndo é indicada nesse caso, por demandar maior gasto de

energia, maior custo e maior dificuldade no processo de inclusdo molecular.

A obtencdo de extrato com etanol pressurizado apresenta baixa toxidade ao meio
ambiente e é promissora para obtencdo de oleuropeina e outros compostos fendlicos das folhas
de oliveira. A inclusdo do extrato em B-CD demostra potencial para interferir na

biodisponibilidade dos componentes do extrato de oliveira.

Para trabalhos futuros a sugestdo é que se use pressdes mais baixas para avaliar o
rendimento de extracdo, também temperaturas um pouco mais altas e maior varia¢do da vazao
do solvente. Outra sugestdo é utilizar solvente hidroalcodlico para favorecer a extracdo de
compostos fendlicos. A coleta do material de oliveira pode ser feita em diferentes épocas para
avaliar a variagdo do teor de compostos fenolicos. As microcapsulas podem ser aplicadas em

diferentes areas, como em testes microbioldgicos ou utilizagdo na agricultura.
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APENDICE



Tabela 1A: Rendimentos massicos de extrato de folhas de oliveira obtidos por etanol
pressurizado em diferentes condigOes de extracéo.

;e 30°C, 30°C, 30°C, 30°C, 45°C, 60°C, 60°C, 60°C, 60°C,
Op 100bar, 100bar, 200bar, 200bar, 150bar, 100bar, 100bar, 200bar, 200bar,
0.5 1.0 1.0 0,5 0.75 0,5 1.0 0,5 1.0

(mi mi/min - mi/min  mi/min  ml/min - ml/min - mi/min  mi/min  ml/min  ml/min

n)

1 0073 050 0326 0,122 0,245 0,205 0,681 0274 0,595

2 0160 0847 0560 0215 0459 0420 1032 0,502 0,908

4 0357 1359 1152 0435 0867 0928 1,713 1,022 1,579

8 079 2208 2013 0874 1,702 1657 2910 1865 2,804
12 1,224 3,063 2,788 1,327 2,236 2,460 3,952 2,696 3,867
16 1,653 3,687 3,412 1,869 2,862 3,208 4,785 3,328 4,785
20 2,067 4,219 3,921 2,141 3,457 3,906 5458 4,056 5,466
25 2,559 4,728 4,441 2,646 4,078 4740 6,139 4870 6,155
30 3,016 5117 4,784 3,083 4592 5495 6,690 5703 6,725
35 3,436 5447 5058 3475 5020 6,183 7,153 6,377 7,195
40 3,825 5726 5263 3,865 5467 6,779 7,570 7,006 7,604
50 4,502 6,128 5537 4,142 6,017 7,825 8,305 8131 8,290
60 5,070 6,453 5,751 4,422 6412 8,681 8,881 8943 8,816
90 6,143 7,102 6,223 4874 7,229 10,510 10,305 10,629 10,135
120 6,759 7,509 6,583 5791 7,780 11,6/9 11,395 11,651 11,227
150 7,125 7,990 6,889 6,261 8,224 12,554 12,322 12,459 12,054
180 7,379 8,446 7,158 6,560 8,633 13,308 13,083 13,136 12,769
210 7,563 8,817 7,404 6815 8,981 13,943 13,733 13,748 13,431
240 7,744 9,193 7,538 7,015 9,313 14526 14,332 14,261 13,994
270 7905 9689 7,740 7,187 9,648 15064 14,848 14,711 14,531
300 8,031 10,155 7,853 7,352 9,885 15565 15,351 15,148 15,060




