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RESUMO

PACETTA, C. F. Estudo de diferentes metodologias para a obtencao de
extratos de folhas de oliveira (Olea europaea) contendo oleuropeina. 2013.
82f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2013.

A oleuropeina € o mais abundante biofenol presente nas folhas de
oliveira (Olea Europaea), com importantes fungbes antimicrobiana e
antioxidante. Estudos visando a obtencdo deste composto tém sido
conduzidos, porém, muitos deles utilizam solventes téxicos e métodos caros. A
presente dissertacao teve por objetivo estudar diferentes metodologias para a
obtencao de extratos de folhas de oliva contendo quantidades significativas de
oleuropeina. Os extratos foram obtidos a partir de folhas de oliva micronizadas,
com ou sem pré-tratamento para reducdo do teor de clorofila, submetidas a
contatos simples ou multiplos com diferentes solventes, como dietil éter,
cloroformio, acetona, etanol, 1-propanol, 2-propanol, agua e solucdes
hidroalcodlicas com diferentes concentracbes. O contato das folhas
micronizadas com o0s solventes foi promovido pelos seguintes metodos:
agitacdo manual em temperatura ambiente, agitacdo mecéanica a 50 °C,
ultrassom ou uma combinacdo desses dois Ultimos, totalizando 38
experimentos, sendo que em 17 destes os extratos foram produzidos na forma
liquida e 21 na forma solida. Os resultados mostraram que, de maneira geral, a
etapa prévia de reducéo do teor da clorofila (realizada através de sucessivos
contatos com hexano, diclorometano ou ainda, com CO, supercritico) nao foi
vantajosa, devido a elevada quantidade de solventes utilizados em relacéo as
guantidades de extratos obtidos. Nestes experimentos, a maior concentracéo
de oleuropeina, 1,88%, foi detectada no procedimento em que as folhas
micronizadas foram previamente umedecidas com etanol e limpas com CO,
supercritico, e posteriormente colocadas em contato com a mistura etanol e
agua, na proporcdo 1:1, utilizando o ultrassom combinado com a agitacao
mecanica como método de extracdo. Nos experimentos finais do trabalho, foi
estudada ainda a adicdo de acidos organicos (citrico ou acético), juntamente

com os solventes hidroalcodlicos (diferentes teores de agua) no momento da
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extracdo da oleuropeina em banho de ultrassom, utilizando amostras que nao
foram previamente tratadas para remocao da clorofila. A combinacdo do acido
acético com a solucdo etandlica contendo 30 % de &gua resultou em um
extrato com 2,17 % de oleuropeina, em apenas 1 contato com o solvente.
Quando trés contatos foram utilizados, nestas mesmas condi¢des, o teor de
oleuropeina aumentou para 4,8 %, maior do que alguns valores encontrados na
literatura, utilizando o mesmo método de extracdo, indicando que processo
ainda pode ser otimizado, utilizando técnicas simples e solventes que nao

agridam o meio ambiente.

Palavras-chave: Oleuropeina, Folhas de oliva, Métodos de extracdo, Extragcdo com

solventes, Extracdo assistida por ultrassom.
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ABSTRACT

PACETTA, C. F. Study of different methodologies for obtaining extracts
from olive leaves (Olea europaea) containing oleuropein. 2013. 82f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2013.

Oleuropein is the most abundant biofenol present in olive leaves (Olea
europaea), presenting important antioxidant and antimicrobial functions. Studies
focusing on obtaining this compound have been conducted; however, many of
them use toxic solvents and expensive methods. The present work aimed to
study different methodologies for obtaining extracts from olive leaves containing
significant amounts of oleuropein. The extracts were obtained from micronized
olive leaves, with or without pretreatment for reducing the chlorophyll content,
submitted to single and multiple contacts with different solvents such as diethyl
ether, chloroform, acetone, ethanol, 1- propanol, 2 -propanol, water and
hydroalcoholic solutions at different concentrations. The contact between the
micronized leaves and the solvents was promoted by the following methods:
manual shaking at room temperature, mechanical agitation at 50 °C, ultrasound
or a combination of these last two methods, totaling 38 experiments, from which
in 17 of them the extracts were produced in the liquid form, and in 21 in the
solid form (as a powder). The results show that, in general, previous step of
reducing the content of chlorophyll (performed by successive contacts with
hexane, dichloromethane or with supercritical CO;) was not advantageous due
to the high amount of solvent used in relation to amounts of extracts. In these
experiments, the highest concentration of oleuropein, 1.88 % was detected in
the procedure in which the micronized leaves were previously soaked with
ethanol and cleaned with supercritical CO, and then placed in contact with the
mixture of ethanol and water in the proportion 1:1, using ultrasound combined
with mechanical agitation as extraction method. In the last experiments of the
work, the addition of organic acids (citric or acetic acid) together with

hydroalcoholic solvents (different water contents) in the extraction of oleuropein
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in ultrasound was studied, using samples that have not previously been treated
for removal of chlorophyll. The combination of acetic acid to the ethanolic
solution containing 30 % of water resulted in an extract with 2.17 % of
oleuropein, with only one contact to the solvent. When three contacts were
used, under the same conditions, the oleuropein content increased to 4.8 %,
larger than some values found in the literature, using the same extraction
method, indicating that the process can be further optimized using simple
techniques and solvents that do not harm the environment.

Keywords: Oleuropein, Olive leaves, Extraction methods, Solvent extraction, Assisted

ultrasound extraction.
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PACETTA, C. F. Estudo de diferentes metodologias para a obtencao de extratos de folhas de oliveira (Olea
europaea) contendo oleuropeina

INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Além dos conhecidos efeitos benéficos que os antioxidantes promovem
no corpo humano, a utilizagdo dos mesmos em alimentos é fundamental para a
prevencao de processos de oxidacado que degradam, principalmente, vitaminas
e outros compostos de alto valor nutricional. Atualmente, existem dois tipos de
antioxidantes, os naturais e os artificiais. Apesar de serem considerados
carcinogénicos, os antioxidantes artificiais (como BHT e BHA) tém sido
bastante utilizados devido ao baixo custo e a boa estabilidade térmica. No
entanto, é fato que a natureza oferece uma variedade infinita de produtos
vegetais ricos em antioxidantes naturais, comprovadamente benéficos a saude.
Dentre esses compostos, destacam-se 0s terpendides e os polifendis, além de
algumas vitaminas, como o tocoferol (vitamina E) (bastante encontrada em
Oleos vegetais) e o acido ascorbico (vitamina C) (presente, principalmente em

frutas).

As folhas de oliveira (Olea Europaea) séo ricas em um composto
fendlico chamado oleuropeina, o qual tem sido amplamente estudado devido
ao seu alto poder antioxidante (AL-AZZAWIE; ALHAMDANI, 2006), além de
propriedades anti-inflamatérias (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000). Ademais,
possui outras acdes farmacologicas promotoras da saude, como antimicrobiana
(BISIGNANO et al., 1999), antiviral (MICOL et al., 2005) e antitumoral (HAMDI;
CASTELLON, 2005). Pesquisas também apontam a oleuropeina como
inibidora do LDL (Low Density Lipoprotein), além de possuir uma atividade de
protecdo vascular por meio de inibicdo da agregacéo de plaquetas induzida por
um fator de ativacdo (ANDRIKOPOULOS; ANTONOPOULOU; KALIORA,
2002). Trata-se de um glicosideo, responsavel pelo amargo presente nas
azeitonas recém-colhidas, e que se decompde facilmente durante o processo
de maturacdo do fruto, através de hidrélise acida ou enzimatica (PEDROZA,
2010).

Alguns métodos para a obtencdo deste componente a partir de folhas

de oliveira tém sido estudados. Dentre eles destacam-se a extragdo
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INTRODUCAO

supercritica (XYNOS et al., 2012), a extracdo dinamica assistida por ultrassom
(JAPON-LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO, 2006a) e a
extragdo assistida por microondas (JAPON-LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ,
LUQUE DE CASTRO, 2006b). Todos esses trabalhos sugerem a utilizacdo de
solugBes hidroalcoodlicas para a extracdo do composto ativo, com diferentes
teores de agua no etanol. Existem ainda outros estudos sobre a obtencao de
oleuropeina, porém estes trabalhos utilizam solventes organicos téxicos e
reagentes quimicos que comprometem a seguranca alimentar do produto
(KEFALAS, 2007; ANSARI; KAZEMIPOURB; FATHIB, 2011).

A presente dissertacdo de mestrado teve como objetivo associar
diferentes solventes (polares e apolares) a diferentes condicdes experimentais
sugeridas na literatura, a fim de se estabelecer uma metodologia simples e
barata, que permitisse a obtencdo de extratos de folhas de oliveira organicas
enriquecidos em oleuropeina. Os resultados corroboraram a aplicacdo do

etanol acrescido de agua como a melhor opcao para esta finalidade,
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A QOliveira e seus produtos

Com o avancgo tecnolégico, cada vez mais o homem vem buscando
condi¢Bes de se tornar mais saudavel e alcancar o sonho de se viver mais e
melhor. A busca pelo bem estar e por melhores condicbes de vida nao é
privilégio dos dias atuais, mas sempre foi um desejo inerente ao préprio
homem desde tempos remotos, quando foi em busca das propriedades

terapéuticas e curativas das plantas.

Com a agitacdo da vida urbana essa busca vem se tornando
emergencial, e ndo basta apenas haver produtos que tragam essa saude,
porém se ter produtos que tragam a salde de forma natural e sustentavel. E
com esse quadro que os estudos sobre a Oliveira vém se mostrando ser uma
resposta a esses anseios cumprindo com missao de trazer saude e

longevidade ao homem.

A Oliveira (Figura 2.1) € conhecida, cientificamente, como Olea
europaea L., da familia das Oleaceae (ARANTES, 2008).

Figura 2.1 — A arvore da oliveira
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E uma das arvores mais citadas na literatura botanica e uma das mais
importantes nos paises mediterraneos (ARANTES, 2008). O cultivo ocupa uma
area de 8 milhdes de hectares, o que demonstra a sua importancia econémica
e social (FERREIRA et al., 2007). Distingue-se das outras espécies frutiferas
pela sua longevidade, chegando a atingir centenas de anos de vida. E um
simbolo de paz, de sabedoria e de vitéria (SONI et al., 2006). As suas raizes
podem chegar a uma profundidade de 6 metros, captando do solo todos os
elementos de que necessita para o seu desenvolvimento, conseguindo resistir
a longos periodos de seca (ARANTES, 2008).

Seus frutos, as azeitonas, sdo conhecidos no mundo todo e muito
apreciados. Durante seu desenvolvimento, ocorre uma série de modificagbes
na sua composicao, as quais podem influenciar de forma decisiva na qualidade
dos produtos que serdo destinados ao consumidor, isto €, as azeitonas de
mesa e 0 azeite. As principais vitaminas presentes nas azeitonas sdo 0s
carotenos (precursores de vitamina A), tiamina e riboflavina. Contém ainda 50
% de agua, 22 % de Oleo (que é extraido para a producéo do azeite), 19 % de
acucares, 5,8 % de celulose e 1,6 % de proteinas (ARANTES, 2008).

Outro produto da oliveira, o azeite, é extraido das azeitonas desde o
periodo neolitico. Possui diversas aplicabilidades, como um poderoso
hidratante para a pele (LIM et al., 2009), além de ser um importante
componente alimentar responsavel por gerar saude e vitalidade ao organismo
humano. Sua composicdo, rica no acido oleico (monoinsaturado) lhe da
vantagens sobre outros 0leos vegetais nos quais predominam os acidos graxos
polinsaturados, que sdo mais suscetiveis a oxidacdo e, por isso, muito mais
instaveis (ARANTES, 2008).

Além do azeite e da azeitona, a Oliveira também fornece suas folhas,
ricas em compostos fendlicos, principalmente a oleuropeina, que apresenta
diversas atividades farmacoldgicas, tais como antioxidantes, anti-inflamataorias,
anti-aterogénicas,  hipoglicemiante,  anticancerigenas, antimicrobianas,

antivirais, hipolipemiantes, entre outras.
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As folhas vém sendo comercializadas na forma de po, que pode ser
incorporado na alimentacdo ou utilizado na preparacdo de chas. O cha das
folhas de Oliveira se revelou como um poderoso agente de saude devido,
principalmente, aos polifendis que se acumulam nesta parte da arvore,
podendo trazer beneficios maiores que o proprio azeite. Segundo Abaza et al.
(2007) e Bao et al. (2007), os biofen6is que sédo absorvidos no trato
gastrointestinal podem atingir concentracdes significativas na circulagéo
sanguinea. Desta forma, este produto pode ser uma importante alternativa aos
antioxidantes sintéticos (ARANTES, 2008).

No ano de 2004, o Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
localizado na cidade de Campinas — SP, realizou a caracterizacdo das folhas
de oliveira produzidas no Brasil, nas quais foram detectadas quantidades
significativas de sais minerais e fibras. As folhas também apresentaram cerca
de 2,98 g/100g de 6leo em sua composicao, sendo rica em acidos palmitico
(24,8 %), oleico (18,1 %), e alfa linolénico (37,5 %) (PACETTA, 2007).

2.2. Compostos ativos das folhas de oliva

As folhas de oliva possuem mais de 40 estruturas de ativos fendlicos,
caracterizados por possuirem uma forte atividade antioxidante, especialmente
devido ao seu alto potencial redox que lhes permitem atuar como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, e supressores de oxigénio singlet.
(KAJDZANOSKA; PETRESKA; STEFOVA, 2011).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pelas
plantas face a agressdo por microrganismos e radiacdes ultravioleta
(ARANTES, 2008). As folhas da oliveira sédo ricas em biofendis, dos quais se

destacam a oleuropeina e o hidroxitirosol (MICOL et al., 2005).
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2.2.1. A Oleuropeina e seus aspectos funcionais

A oleuropeina (Figura 2.2) € um composto fendlico ndo toxico, que
representa 73 % do total de constituintes presentes nas folhas de oliveira (Olea
Europaea) (JAPON-LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO,
2006a; PEREIRA et al., 2007). Embora todas as partes da arvore contenham
oleuropeina (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000), as folhas s&o a maior fonte
deste composto fendlico (60-90 mg/g de folha seca) (LE TUTOUR; GUEDON,
1992). Segundo Arantes (2008), a alta concentracdo de oleuropeina nas folhas
se deve as condicBes de armazenamento. Quando a folha é seca a 37°C, o
conteudo em oleuropeina aumenta, devido ao desaparecimento quase que

total dos outros polifenois por oxidagao.

Figura 2.2 — Molécula de oleuropeina: Acido metil éster (4S,5E,6S)-4-[2-[2-
(3,4-diidroxifenil)etoxi]-2-oxoetil]-5-etilideno-6-[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)-2-tetrahidropiranil]Joxy]-4H-pirano-3-carboxilico

Trata-se de um glicosideo amargo que pode ser hidrolisado em
hidroxitirosol, acido elendlico glucosido, aglicona oleuropeina e glicose
(MANNA et al., 2004; AMIOT; FLEURIET; MACHEIX, 1989). No p6 da folha de
oliveira estdo presentes agliconas secoiridéides e, acima de tudo, glicosidos,

tais como, a dimetiloleuropeina, que sob condi¢cdes de biotransformagéo
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proprias é hidrolisada em hidroxitirosol (BRIANTE et al., 2004). A oleuropeina é
também o principal composto fendlico da azeitona, sendo inclusive, o
responsavel pelo sabor amargo das azeitonas verdes. Ao longo da maturacao
do fruto, ou durante a producéo do azeite, ocorrem reagdOes de oxidacao e de
hidrélise dos compostos fendlicos mais complexos, como a oleuropeina. Desta
forma, as substancias fendlicas encontradas no azeite serdo diferentes das que
constituem o fruto. No caso da oleuropeina, esta libera o hidroxitirosol,
apontado como um importante antioxidante no azeite de oliva (PEDROSA,
2010).

Juntamente com seu principal derivado, o hidroxitirosol, a oleuropeina
apresenta um alto poder antioxidante (AL-AZZAWIE; ALHAMDANI, 2006; DE
LA PUERTA et al., 2001) e importantes propriedades anti-inflamatorias
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2000; VISIOLI et al., 2002). Ademais, possuli
outras acOes farmacoldgicas promotoras da saude, como antiaterogénica
(VISIOLI; BOGANI; GALLI, 2006), antimicrobiana (BISIGNANO et al., 1999;
SAIJA; UCCELLA, 2001; SUDJANA et al., 2009), antiviral (MICOL et al., 2005;
LEE-HUANG et al., 2003; LEE-HUANG et al., 2007) e antitumoral (HAMDI,
CASTELLON, 2005; MENENDEZ et al., 2007; HAN et al., 2009; GOULAS et
al., 2009).

Pesquisas também apontam a oleuropeina como inibidora do LDL (Low
Density Lipoprotein), além de possuir uma atividade de protecdo vascular por
meio de inibicdo da agregacao de plaquetas induzida por um fator de ativacéo
(ANDRIKOPOULOS; ANTONOPOULOU; KALIORA, 2002). CONI et al. (2000)
realizaram um estudo com coelhos de laboratorio alimentados com dietas
especiais que continham azeite de oliva e oleuropeina. Os resultados indicaram
gue a adicdo de oleuropeina aumentou a capacidade do LDL em resistir a
oxidacdo e, ao mesmo tempo, reduziu os niveis plasmaticos de colesterol total,

livre e esterificado.
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2.2.2. Aplicabilidade da oleuropeina

A empresa Folhas de Oliva®, localizada no municipio de Estiva Gerbi —
SP, vem h& mais de 10 anos produzindo oliveiras orgéanicas e certificadas. Sob
o comando do seu gestor, e também autor desta dissertacdo, a empresa
verificou que a adicdo de 5 gramas de folhas de oliveira secas e micronizadas
por 10 dias a um frasco de 250 mL de azeite de oliva extravirgem (com teor
inicial de oleuropeina igual a 0,037 mg), forneceu 18,7 mg de oleuropeina pura
para essa unidade. No frasco de 500 mL o indice de oleuropeina passou de
37,4 mg, potencializando os efeitos ja benéficos do azeite.

Este estudo comparativo mostra o quéao importante € a descoberta do
enriqguecimento das folhas da oliveira no azeite de oliva e ainda mais
importante, que ela pode ser integrada ao azeite ndo sO extra virgem, mas
também ao azeite comum, melhorando em 100 vezes, ou mais, suas

caracteristicas nutracéuticas.

Uma andalise toxicoldgica realizada pelo Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do
Laboratério de Biofarmacos (Universidade Federal de Vigcosa — MG) constatou
gue as folhas da oliveira micronizadas podem ser adicionadas com seguranca

ao azeite de oliva, pois sdo totalmente atdxicas®.

Embora poderosa em seus beneficios, a oleuropeina € um principio
ativo muito delicado, que pode ser degradado dependendo das condi¢des as
guais é submetido. Nas azeitonas em conserva, por exemplo, a oleuropeina se
degrada por completo em funcdo do processo produtivo e dos sais aplicados

ao fruto para que sejam conservados e envasados.

Na extracao a “frio” do azeite de oliva, que nao é exatamente a frio,
pois o0 sistema atinge temperaturas significativas em funcdo da moagem e,

principalmente, da centrifuga (Figura 2.3), a oleuropeina pode se degradar por

! patentes numero: PI0902441-7 A2 e P| 0701334-5 A2, pertencentes a Cosmo F. Pacetta, e a empresa
Folhas de Oliva®.
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completo a partir da segunda extragao ou azeite virgem. Nesta centrifugagao, a
temperatura pode chegar a mais de 120°C, degradando uma grande
guantidade de moléculas de oleuropeina ja que ela é termolabil e que pode se

degradar a partir de 80°C, segundo Ansari, Kazemipourb e Fathib (2011).

Figura 2.3 - Centrifuga utilizada na producéo de azeite de oliva.

2.3. Métodos de extracao
2.3.1. Extracdo simples com solventes

Os compostos bioativos de plantas podem ser obtidos através de
varios métodos, dentre eles, o mais simples consiste em submeter o material
sélido ao contato com um solvente, sob agitacdo na temperatura desejada
(AZMIR et al., 2013).

Japon-Lujan e Luque de Castro (2006) estudaram a extracao dinamica
de oleuropeina de folhas de oliva com etanol + agua (70:30), em altas
temperaturas (140 °C) e altas pressodes (6 bar), obtendo um valor maximo de

2,3 % do composto no extrato.
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Jimenez et al. (2011) obtiveram um extrato hidroalcodlico contendo 29
% de oleuropeina, utilizando uma mistura de etanol e agua (1:1) em contato por
24 horas. Nesse trabalho, as folhas foram previamente escaldadas a 95 °C por

4.5 minutos, refrigeradas e secas.

Sahin, Bilgin e Dramur (2011) obtiveram até 10 % de oleuropeina no
extrato seco obtido via Soxhlet com metanol. Com agua, o rendimento do
composto foi de aproximadamente 2 %, e com etanol, os autores obtiveram um

rendimento bem inferior a este.

Stamatopoulos et al. (2012) estudaram o impacto de alguns pré-
tratamentos, como branqueamento com agua quente, vapor e radiacdo UV,
sobre a extrabilidade da oleuropeina com etanol contendo 30 % de agua. O
melhor resultado, em torno de 0,8 % de oleuropeina, foi obtido utilizando pré-

tratamento com vapor.

Mylonaki et al. (2008) estudaram a otimizacdo de condi¢cdes de pH, %
de etanol e tempo para a extracdo de polifendis totais de folhas de oliva,
utilizando metodologia de superficie de resposta. No entanto, o trabalho dos

autores nao quantifica especificamente o teor de oleuropeina nos extratos.

Existem ainda outros estudos sobre a obtencao de oleuropeina, porém
estes trabalhos utilizam solventes organicos toxicos e reagentes quimicos que
comprometem a seguranca alimentar do produto (KEFALAS, 2007). A extracéo
com metanol e nitrogénio liquido seguida da exclusdo da clorofila através de
éter de petréleo, purificacdo com resina XAD e colunas de gel de silica geram
um produto com pureza entre 50 a 70%, mas comprometido com moléculas
pesadas (KEFALAS, 2007).

Ansari, Kazemipourb e Fathib (2011) sugerem um método simples para
a extracao da oleuropeina de folhas de oliva com agua acidificada com acido
cloridrico em vérias temperaturas, além de solventes hidroalcodlicos, metanol,
hexano e diclorometano, todos em temperatura ambiente. Os autores

constataram que a agua acidificada com HCl a 60 °C apresentou a maior
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capacidade na extracdo de oleuropeina (aproximadamente 0,7 %), sendo que

valores muito menores foram obtidos para os solventes hidroalcodlicos.
2.3.2. Extracdo supercritica

Dentre os varios métodos que vem sendo utilizados para a obtencéo de
diversos compostos (incluindo antioxidantes) a partir de matrizes vegetais,
destaca-se a extragcdo com CO, supercritico (LEAL et al., 2003; GELMEZA;
KINCALA; YENERB, 2009; CASTRO-VARGAS et al.,, 2010; SANTOS et al.,
2012; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012).

A extracdo com fluido supercritico € uma técnica relativamente recente,
e gue apresenta algumas vantagens em relacdo aos meétodos tradicionais,
como 0 uso de baixas temperaturas, o reduzido consumo de energia e alta
gualidade do produto obtido (GARCIA-SALAS et al., 2010).

O dioxido de carbono (CO,) € o solvente mais utilizado nesta técnica,
devido, principalmente, ao fato de suas propriedades criticas (temperatura e
pressdo) serem moderadas (31,1 °C e 73,8 MPa). Outras vantagens deste
solvente sdo a sua disponibilidade, ndo-toxicidade e estabilidade quimica
(CASTRO-VARGAS et al., 2010).

Castro-Vargas et al. (2010) utilizaram o CO, supercritico na obtencéo
de compostos fendlicos a partir de sementes de goiaba, e obtiveram teores
menores do que os obtidos através de extracdo Soxhlet com etanol. No
entanto, os maiores teores foram obtidos quando se utilizou etanol como co-
solvente na extragdo com o CO, supercritico. Segundo os autores, o uso do
etanol como co-solvente favorece o enriqguecimento da fracédo fendlica, pois seu

rendimento esta diretamente ligado com a polaridade do solvente utilizado.

Mais especificamente para a oleuropeina, Xynos et al. (2012)
obtiveram um extrato seco com 30 % do composto, utilizando 20 % de etanol
como co-solvente durante a extracdo com CO, supercritico a 300 bar

(temperatura ndo mencionada). Os autores também constataram que o
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rendimento de oleuropeina é nulo quando apenas 5 % de co-solvente é
utilizado. Ja Jimenez et al. (2011), utilizando essa mesma porcentagem de co-
solvente e mesma pressao de operacao (300 bar), porém a 40 °C, obtiveram

um teor de oleuropeina bem menor, igual a 6,7 %.

Sahin, Bilgin e Dramur (2011) estudaram o efeito da temperatura (50 e
100 °C), da pressao (100, 200 e 300 bar) do co-solvente (etanol, metanol e
agua) sobre o rendimento da oleuropeina ap6s a extracdo supercritica. Os
autores constataram que o maior teor do composto foi obtido nas condi¢des de
maior pressao e temperatura, utilizando 20 % de metanol como co-solvente, o
gue resultou em aproximadamente 6 % de oleuropeina no extrato sélido. Nas
mesmas condi¢des, porém utilizando o etanol como co-solvente, o teor de
oleuropeina obtido foi de aproximadamente 0,8 % no extrato sélido. Em um
trabalho posterior, Sahin e Bilgin (2012) estudaram as mesmas condi¢cbes de
processo, porém utilizando etanol ou agua como co-solvente, variando suas
vazfes. O maior rendimento obtido, 4,7 % de oleuropeina no extrato seco,
ocorreu ao se utilizar a agua como co-solvente, a 100 °C e 300 bar, a 1 mL/min
(maior vazéao utilizada), resultado semelhante ao obtido pelos menos autores
em seu trabalho anterior, 4,5 % (SAHIN; BILGIN; DRAMUR, 2011). Ja para o
etanol como co-solvente, foi observado um teor de oleuropeina igual a 1,6 %, o
dobro do obtido no trabalho prévio dos autores, porém a uma temperatura de
50 °C.

Mesmo com o alto rendimento relatado pelos autores, a extragdo com
fluido supercritico tem como inconveniente a alta pressdo necessaria para a
operacgdo, que requer equipamentos excessivamente caros, elevando o custo
do produto final (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

2.3.3. Extracdo com fluido pressurizado

A extracdo com fluido pressurizado é uma técnica nova que vem sendo

utilizada para o isolamento de componentes a partir de amostras sélidas.
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Consiste na utilizacdo de solventes organicos em altas pressdes e
temperaturas acima de seus pontos normais de ebulicdo (KLEJDUSA et al.,
2009). Geralmente, a amostra solida € empacotada em uma célula extratora e
colocada em contato com o solvente em temperaturas variando de 40 a 200 °C,
e pressfes entre 35 e 200 bar, por curtos periodos de tempo (5-15 min)
(GARCIA-SALAS et al., 2010). Devido a estas condi¢coes de temperatura e
pressdo, a quantidade necessaria de solvente para a extracdo é reduzida,

assim como o tempo de processo (AZMIR et al., 2013).

Este processo tem sido bastante aplicado para a extracao de diversos
compostos bioativos presentes em plantas. Rostagno, Palma e Barroso (2004)
utilizaram o processo para obter isoflavonas a partir de sementes de soja, sem
gue houvesse degradacdo. Shen e Shao (2005) também utilizaram fluido
pressurizado para extrair terpendides e esterois de tabaco e, comparando com
outros meétodos, este proporcionou o melhor resultado. Howard e Pandjaitan
(2008), ao estudarem a extracédo de flavonoides de espinafre, constataram que
a mistura de etanol e agua (70:30) pressurizada foi mais eficiente do que agua
nas mesmas condi¢des. Santos, Veggi e Meireles (2012) também conseguiram
uma alta recuperacdo de antocianinas e outros compostos fendlicos de

jabuticaba utilizando a técnica de fluido pressurizado.

Especificamente para a oleuropeina, Xynos et al. (2012) compararam
os resultados da extracéo feita com fluido pressurizado nas folhas de oliveira
secas, e também em folhas que foram previamente “limpas” por extracéo
supercritica. No primeiro procedimento, os autores obtiveram cerca de 16 % do
componente no extrato seco, utilizando etanol a 115 °C; no segundo
procedimento, 0 maximo obtido foi ao redor de 10 % utilizando agua a 150 °C.
Estes resultados contradizem, aparentemente, o0s obtidos por Ansari,
Kazemipourb e Fathib (2011), que constataram uma degradacdo do composto

em temperaturas de 80 °C, porém utilizando dgua nao pressurizada.

Mesmo com os bons resultados ja reportados, o uso de altas

temperaturas para a obtencdo de compostos bioativos deve ser cauteloso, pois
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outras reacdes podem ocorrer durante o processo, sendo que nNovos
compostos (indesejaveis ou ndo) podem se formar nos extratos (HERRERO et
al., 2013).

2.3.4. Extracao assistida por ultrassom

O processo de extracdo por ultrassom é considerado uma das técnicas
mais simples de se trabalhar, devido, principalmente, ao facil manuseio do
equipamento laboratorial (banho de ultrassom). Neste método, o material sélido
€ colocado em contato com o solvente desejado no interior de um banho de
ultrassom, no qual se pode controlar a temperatura e o tempo de extracao
(KLEJDUSA et al., 2009; GARCIA-SALAS et al., 2010).

A aplicagéo do ultrassom na area de alimentos tem crescido bastante,
pois a técnica facilita a extracdo de compostos a partir de matrizes vegetais. A
energia das ondas ultrassbnicas € transmitida em frequéncia superior a
capacidade auditiva humana (acima de 20 kHz), se propagando na matéria e
criando um ciclo de expansao, podendo gerar bolhas ou cavitacdo (VEGGI,
2013; LUQUE-GARCIA e DE CASTRO, 2003). Além do aumento da
permeabilidade das paredes celulares, essa cavitacdo promove um forte
estresse mecanico das células, facilitando a dilatacdo e a hidratacdo do
material. Consequentemente, 0s poros da parede celular aumentam,

favorecendo a transferéncia de massa (VEGGI, 2013).

Japon-Lujan, Luque-Rodriguez e Lugque de Castro (2006a) utilizaram a
extracdo dinamica assistida por ultrassom para obter oleuropeina a partir de
folhas de oliveira. Os autores utilizaram uma mistura de etanol e agua (1:1)
como solvente, na temperatura de 40 °C, resultando em um extrato com 2,3 %
de oleuropeina, menor do que os obtidos em alguns dos trabalhos ja

mencionados utilizando fluido supercritico ou pressurizado.
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2.3.5. Extracao assistida por microondas

Assim como o ultrassom, a extracdo assistida por microondas também
€ considerada uma técnica nova de obtencdo de uma série de biocompostos
(PARE; BELANGER; STAFFORD, 1994). O mecanismo de extracdo do
processo envolve trés etapas sequenciais: primeiro, separagdo dos solutos
presentes nos sitios ativos das matrizes vegetais atravées do aumento da
temperatura e da pressao; segundo, difusdo do solvente através da amostra

solida; terceiro, liberagéo dos solutos para o solvente (ALUPULUI, 2012).

Segundo Cravottoa et al. (2008), as microondas produzem um rapido
aquecimento da matriz, facilitando a extracdo dos compostos bioativos, além
de utilizar um equipamento pequeno e proporcionar um alto rendimento do
extrato. Também pode ser considerada uma técnica “verde”, devido ao

reduzido uso de solventes organicos (ALUPULUI, 2012).

Pan, Niu e Liu (2003) utilizaram as microondas para extrair polifenois e
cafeina de folhas de cha verde, obtendo o maximo de extracdo em apenas 4
minutos, enquanto que em processos tradicionais, o tempo gasto para obter o
mesmo rendimento foi de 20 horas. Shu, Ko e Chang (2003) também reduziram
de 10 horas para 15 minutos o tempo de extracao de ginsendides a partir de
raizes de ginseng. Outros trabalhos também observaram a melhora no tempo
de extracdo de diferentes biocompostos utilizando o processo assistido por
microondas  (DHOBI; MANDAL; HEMALATHA, 2009; ASGHARI;
ONDRUSCHKA; MAZAHERITEHRANI, 2011; CHIREMBA; ROONEY; TRUST,
2012; HUI; GHAFOOR; CHOI, 2009).

Utilizando uma mistura de etanol e agua (80:20), Japon-Lujan, Luque-
Rodriguez e Luque de Castro. (2006b) obtiveram um teor de oleuropeina igual
2,3 % usando a extracdo assistida por microondas. Os mesmos autores
obtiveram um valor parecido no trabalho ja mencionado utilizando o ultrassom
(JAPON-LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO, 2006a).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.

Material

3.1.1. Reagentes e vidrarias

Folhas de oliveiras orgéanicas certificadas (Folhas de Oliva®);
Hexano (Synth, pureza > 99 %);

Acetona (Synth, pureza > 99 %);

Dietil éter (Ecibra, pureza > 99 %);

Cloroférmio (Synth, pureza > 99 %);
1-Propanol (Sigma-Aldrich, pureza > 99 %);
2—Propanol (Merck, pureza > 99 %);

1-Butanol (Synth, pureza > 99 %);

Etanol grau alimenticio (Emfal, pureza > 99 %);
Agua destilada e deionizada;

Acido acético (Synth, pureza > 99 %);

Acido citrico (Synth, pureza > 99 %);

Oleuropeina padrdo 98,0 % (Chengdu Biopurify Phytochemicals
Ltda);

Reagentes especificos para cromatografia: metanol (Tedia, pureza

> 99 %) e acido tricloroacético (Vetec, pureza > 99 %);

Vidrarias em geral.
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3.1.2. Equipamentos
e Balanga semi-analitica (AE Adam, modelo PGW 1502i);
e Balanca analitica (Adam, modelo A200);
e Estufa a vacuo (Tecnal, modelo TE395);

e Agitador mecéanico com controle de temperatura (Tecnal, modelo
TE139);

e Evaporador rotativo (Tecnal, modelo TE211);
e Cromatografo liquido de alta eficiéncia série 20A (SHIMADZU);,

e Centrifuga (Thermo Electron Corporation, modelo CR3i

multifunction);
e Densimetro (Anton Paar, modelo DMA 4500);
e Banho termostatizado (Tecnal, modelo TE2005);
e Banho ultrassom (Unique, modelo USC-1400);
e Extrator supercritico (Sulab);

e Liofilizador (Terroni, modelo LC 1500).

3.2. Métodos
3.2.1. Obtencédo da matéria prima.

As folhas de oliveira organicas certificadas foram colhidas da mesma
arvore e processados em um unico lote (lote n° 11/2009, fabricacéo
10/11/2009, validade 10/11/2014) pela empresa Folhas de Oliva Produtos

Naturais (Estiva Gerbi-SP) e doadas para esta pesquisa.
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3.2.2 Preparo da matéria prima.

Para aumentar a area de contato com o solvente e a disponibilidade do
composto a ser extraido, as folhas verdes (in natura) foram micronizadas
(Figura 3.1), isto é, foram secas (a temperatura ambiente) e, em seguida,
moidas para a obtencdo de um pé com particulas contendo de 0,05 a 1,00 mm
de diametro. A micronizacdo é um processo de moagem ultrafina de produtos
por meio de moinhos com ar comprimido. A moagem ocorre devido ao choque
entre as particulas do préprio produto que, juntamente com o ar comprimido
atinge uma velocidade de até 500 m/s. Com esse choque as particulas
diminuem de tamanho até atingir a qualidade desejada. Nesse processo nédo ha

aumento de temperatura.

Figura 3.1 — PO das Folhas de Oliva micronizadas

3.2.2. Caracterizacdo da matéria-prima
3.2.2.1. Teor de Oleuropeina
A andlise das folhas de oliveira em relacédo ao teor de oleuropeina foi

realizada utilizando-se o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC) com cromatografo da marca Shimatzu, série 20A, consistindo de 2
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bombas LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A, vélvula Rheodyne com loop de
20 ul e software de aquisicdo de dados LCSolution. Nesta andlise foram
utilizados como padrdo: Oleuropeina com 98% de pureza (cat NO 008011),
produzida pela empresa Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltda. Vale ressaltar

que essa analise foi realizada nas folhas secas, j& micronizadas.

3.2.2.2. Analises fisico-quimicas e microbioldgicas

A caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica das folhas de oliveira
micronizadas foi realizada pelo GMO — Centro de Pesquisas e Controle de
Qualidade, localizado em Belo Horizonte — MG. Foram realizadas analises em
relacdo ao teor de umidade, pH, cinzas totais e insoluveis. As analises
microbioldgicas consistiram na contagem total de bactérias e de fungos, além
das contagens especificas para: Enterobactérias, Escherichia coli,
Staphylococus aureus, Salmonella sp e Pseudomonas sp.

Todas as analises foram realizadas de acordo com procedimentos
operacionais padrdao do GMO, baseados em métodos oficiais. O teor de
umidade foi determinado em estufa de conveccéao forcada a 105 °C até massa
constante (Ac 2-41, AOCS, 1998). As cinzas foram determinadas por
incineracdo em mufla a 550°C, de acordo com a metodologia estabelecida
AOAC (2007). Para a determinacdo do pH, as folhas foram misturadas com
agua, sendo o sistema agitado até que as particulas ficassem uniformemente
suspensas, seguido pela imersao do eletrodo devidamente aferido (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

3.2.3. Obtencédo do extrato de folhas de oliva.

Durante o decorrer desta dissertacdo de mestrado, foram realizados 38
experimentos para a obtencdo de extratos de folhas de oliveira. As variacdes

nos procedimentos foram sendo estabelecidas de acordo com os resultados
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parciais da quantificagdo de oleuropeina nos extratos. Deste modo, além do
tipo e da quantidade de solvente, também foram variadas as massas de folhas
utilizadas para a extracdo. Além disso, em vinte e dois (do total de 38)
experimentos foram utilizadas folhas de oliveira micronizadas que passaram
por uma extracdo prévia da clorofila (presente naturamente nas folhas de
oliveira), pois se acreditava que este componente pudesse interferir no
rendimento da oleuropeina. Este procedimento de extracdo da clorofila foi
realizado com solventes organicos ou com extragdo supercritica. O
detalhamento de cada procedimento adotado ao longo da pesquisa, em ordem
cronoldgica, esta apresentado a seguir.

a) Experimentos 1 a 6

Os experimentos 1 a 3 foram realizados utilizando-se folhas
micronizadas previamente tratadas com hexano, para a reducdo do teor de
clorofila. Esta etapa prévia foi realizada da seguinte maneira: em um béquer de
500 mL, pesaram-se (em balanca semi-analitica) aproximadamente 30 g de
folhas de oliveira micronizadas e adicionaram-se 100 mL de hexano, deixando
a mistura sob agitacdo por 30 min. Em seguida, filtrou-se o sobrenadante e
repetiu-se o procedimento com mais 100 ml do solvente, até que as folhas
perdessem (visualmente) a tonalidade esverdeada. As folhas sem clorofila
foram entdo colocadas em estufa a 70 °C para evaporar o restante do solvente
por, pelo menos, 1 hora. Apos a secagem das folhas, realizou-se a extracéo
com os solventes: dietil éter (experimento 1), cloroformio (experimento 2) e
acetona (experimento 3). Cada experimento foi executado da seguinte
maneira: em um tubo de centrifuga de 50 mL, pesou-se (em balanca analitica)
aproximadamente 1,0 g de folha micronizada e adicionou-se 40 mL do
solvente. O tubo foi vedado e agitado manualmente por 30 minutos. As folhas
foram deixadas em contato com o solvente por 24 horas agitando-se de vez em
guando. ApoOs este periodo, o tubo foi centrifugado por 10 minutos e o

sobrenadante foi recolhido em um frasco shott, filtrando-se a vacuo, para evitar
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sélidos em suspensdo. O conteudo do frasco shott foi concentrado no
rotaevaporador (Figura 3.2), sendo que o extrato liquido resultante foi analisado

em relagdo ao teor de oleuropeina.

Figura 3.2 — Rotaevaporador utilizado nos experimentos

Este mesmo procedimento também foi adotado nos experimentos 4, 5
e 6, utiizando os mesmo solventes (dietil éter, cloroférmio e acetona,
respectivamente), porém, sem a etapa prévia de extracdo da clorofila com o

hexano.

b) Experimentos 7 a 12

Os experimentos 7 a 9 foram realizados utilizando-se folhas
micronizadas previamente tratadas com diclorometano (como sugerido por
MYLONAKI et al., 2008), para a reducao do teor de clorofila. Esta etapa prévia
foi realizada da mesma maneira que nos experimentos 1 a 3, apenas
substituindo o hexano pelo diclorometano e secando as folhas a 50 °C (para

evaporacao do diclorometano), como uma tentativa de se obter melhores
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resultados no procedimento posterior (de extracdo da oleuropeina). A obtencao
do extrato das folhas foi realizada seguindo-se o mesmo procedimento adotado
nos experimentos 1 a 3, porém com os solventes etanol (experimento 7), 1-
propanol (experimento 8) e 2-propanol (experimento 9), sendo o extrato
liquido resultante conduzido a analise de quantificacdo da oleuropeina.
Analogamente, foram realizados os experimentos 10, 11 e 12, utilizando
0s mesmos solventes (etanol, 1l-propanol e 2-propanol, respectivamente),

porém, sem a etapa prévia de extragdo da clorofila com o diclorometano.

c) Experimentos 13 a 15

Nestes 3 experimentos (13 a 15), a etapa prévia de extracdo da
clorofila também seguiu 0 mesmo procedimento adotado nos experimentos 1 a
3 e 7 a9, porém, foram utilizados os solventes hexano e diclorometano de
forma alternada, até que folhas perdessem visualmente a tonalidade

esverdeada.

Para a extracdo da oleuropeina foram adotados os procedimentos
realizados nos experimentos 1 a 12, porém, utilizaram-se solucdes
hidroalcodlicas contendo 70 (experimento 13), 50 (experimento 14) e 30 % de
agua (experimento 15). Estas solucdes foram preparadas gravimetricamente
em balanca analitica, sendo que o teor de agua foi checado com o auxilio de
um densimetro digital de bancada (DMA4500, Anton Paar), que além da
densidade, fornece o teor alcodlico de solucbGes hidroalcodlicas. Nestes
experimentos, a concentracdo do extrato liquido foi realizada em estufa a 50 °C
por até 4 horas, visto que o rotaevaporador encontrava-se indisponivel no dia

em que o experimento foi realizado.

d) Experimentos 16 e 17

Apesar dos solventes etanol e agua ndo terem apresentado um bom

resultado para a extracado da oleuropeina nestes primeiros experimentos (como
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sera discutido na secdo Resultados e Discusséo), a partir do experimento 16,
optou-se pela tentativa de aperfeicoar o procedimento utilizando estes
solventes, por serem ndo toxicos e seguros para serem utilizados em alimentos
ou farmacos. No experimento 16, foi realizada uma etapa de “limpeza” das
folhas micronizadas em um extrator supercritico (Figura 3.3). Esta limpeza teve
como objetivo remover da matéria-prima ndo somente a clorofila, mas outros
compostos apolares que pudessem interferir no rendimento da oleuropeina no
processo posterior. Esse procedimento também foi utilizado em um artigo
recentemente publicado por Xynos et al. (2012), durante a realizacdo do
presente trabalho. A extracdo supercritica foi realizada com CO, como
solvente, na temperatura de 50° C e pressdo de 200 bar, sendo que as folhas
micronizadas foram umedecidas com etanol (aproximadamente 15% da massa
de folha) antes de serem colocadas no extrator. De acordo com Xynos et al.
(2012), esse umedecimento das folhas com etanol pode auxiliar na remogéo
dos compostos apolares, mas sem remover a oleuropeina, desde que a
guantidade deste solvente ndo seja muito alta. A extracéo foi feita durante 4
horas, sendo obtidas as folhas “limpas”, que foram conduzidas para o
procedimento de extracdo, e um conteudo liquido, que foi posteriormente
analisado para verificar se houve perdas do componente estudado, devido a
presenca do etanol. A extracdo da oleuropeina foi realizada em um extrator de
bancada (Figura 3.4) com agitacdo mecanica (175 rpm) e controle de
temperatura (Tecnal, modelo TE139), utilizando-se etanol puro (grau
alimenticio) como solvente. Foram utilizadas aproximadamente 20 g de folhas
micronizadas  ‘limpas”, provenientes do extrator supercritico, e
aproximadamente 120 g de solvente, divididos em duas extracGes sucessivas
de 20 g de folhas micronizadas para 60 g de solvente cada. Cada extracao foi
feita durante 1 hora a temperatura de 50 °C, sendo que o bagaco restante apds
a primeira extracdo foi utilizado para a segunda extracdo. O liquido obtido
(Figura 3.5) das duas extracdes foi filtrado e centrifugado para que se pudesse
retirar o sobrenadante evitando-se sélidos em suspensdo. O sobrenadante foi
concentrado no rotaevaporador por aproximadamente 40 minutos e a quantia
restante de amostra foi analisada em relagéo ao teor de oleuropeina.
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Figura 3.3 - Equipamento de extracdo supercritica.

Figura 3.4 — Extrator de bancada com agitacdo mecéanica e controle de
temperatura.
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Figura 3.5 — Aspecto dos extratos liquidos obtidos.

Paralelamente, foi realizado o experimento 17, nas mesmas condi¢des
de extracdo utilizadas no experimento 16, porém sem a etapa de “limpeza da

amostra” com extracao supercritica.

e) Experimentos 18 a 20

Nos experimentos 18 a 20, foram utilizadas as mesmas condi¢des de
processo adotadas no experimento 16, para a limpeza do material por extracao
supercritica, porém sem umedecer a amostra com etanol antes de coloca-la no
equipamento. Também foi feita uma modificacdo em relacdo ao numero de
contatos com solvente no processo de extracdo da oleuropeina: com o bagaco

resultante (folhas limpas), foram feitas trés extragfes sucessivas utilizando-se
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aproximadamente 10 g de matéria-prima e 90 g dos solventes (30 g em cada
etapa): etanol puro grau alimenticio (experimento 18), uma mistura com 50 %
de etanol e 50 % de agua (experimento 19) e 4gua pura (experimento 20),
também em um extrator com agitacdo e controle de temperatura. Da mesma
forma descrita nos experimentos 16 e 17, o bagaco resultante de cada extragéo
foi novamente submetido ao contato com o solvente novo, sendo que o0s
liquidos resultantes foram misturados e concentrados em rotaevaporador por
aproximadamente 40 minutos. Neste momento da pesquisa, surgiu a
possibilidade de se utilizar um liofilizador (Figura 3.6) para a obtengcédo de um
extrato sélido, o que possibilitou o célculo dos rendimentos de maneira mais
adequada. Desta forma, apds a concentragcdo no rotaevaporador, 0s extratos
provenientes dos experimentos 18 e 19 foram diluidos em agua, para que
pudessem ser congelados em frezzer a -18 °C por 24 horas (o extrato
proveniente do experimento 20 foi direto para o congelador, pois foi inviavel
pré-concentra-lo em rotaevaporador), e levados ao liofilizador até a secagem
completa dos solventes. Os extratos secos (Figura 3.7) foram entdo analisados

em relacdo ao teor de oleuropeina.
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Figura 3.6 - Liofilizador utilizado nos experimentos.

Figura 3.7 - Amostras liofilizadas do extrato das folhas de oliveira.
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f) Experimentos 21 a 23

Nos experimentos 21 a 23, foram utilizadas as folhas ‘“limpas”,
resultantes da extragdo supercritica realizada nos experimentos 18 a 20, para a
realizacdo da extracdo da oleuropeina, através de sucessivos contatos com 0s
solventes: etanol puro grau alimenticio (experimento 21), uma mistura com
50 % de etanol e 50 % de agua (experimento 22) e 4gua pura (experimento
23). O procedimento de extracdo foi 0 mesmo adotado nos experimentos 18 a
20, porém com uma variacdo no procedimento de extracdo: o primeiro contato
do solvente com as folhas foi realizado em um banho de ultrassom, a
temperatura ambiente, por 24 minutos, seguido de duas extracdes sucessivas
a 50 °C no equipamento com agitacdo e controle de temperatura (mesmo
utilizado nos outros experimentos). A proporcdo folha:solvente utilizada
também mudou para 10:40, ou seja 10 g de bagaco 40 g de solvente em 4
contatos, totalizando o uso de 120 g de solvente. Para a obtencéo dos extratos
sélidos, os liquidos foram concentrados, diluidos em agua (quando necessario),

e liofilizados.

g) Experimentos 24 a 26

A mesma matéria-prima utilizada no experimento 16 (folhas
umedecidas com etanol que passaram por limpeza com CO, supercritico) foi
empregada nos experimentos 24 a 26, com 0s mesmos solventes do item
anterior, e repetindo-se o procedimento adotado nos experimentos 18 a 20
para a extracdo da oleuropeina (trés contatos sucessivos com solvente em
agitador mecanico a 50 °C). A proporcéo folha:solvente foi estabelecida em
10:40, ou seja 10 g de bagaco 40 g de solvente em 4 contatos, totalizando o
uso de 120 g de solvente. Para a obtencdo dos extratos sélidos, os liquidos

foram concentrados, diluidos em agua (quando necessario), e liofilizados.
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h) Experimentos 27 a 29

Os experimentos 27 a 29 foram realizados com a mesma matéria-prima
utilizada nos experimentos 16, 24, 25 e 26 (folhas umedecidas com etanol que
passaram por limpeza com CO, supercritico), porém a etapa de extracdo
conduzida por 1 contato em banho de ultrassom e 2 contatos no agitador
mecanico a 50 °C, como descrito nos experimentos 21 a 23. A proporcao
folha:solvente e o procedimento para a obtencdo dos extratos sélidos também

foram os mesmos dos experimentos anteriores (21 a 23).

i) Experimentos 30 a 37

Como uma ultima tentativa de melhorar o rendimento da oleuropeina,
até entdo insatisfatorio, decidiu-se pela adicdo de um acido organico
juntamente com o solvente durante as etapas de extracdo, a fim de se
estabilizar a molécula do componente extraido, para uma melhor quantificacao.
Como também n&o foram observadas vantagens na utilizacdo de uma etapa
prévia de limpeza da “matéria-prima”, este procedimento foi descartado e as
folhas micronizadas foram utilizadas sem pré-tratamento. Os acidos organicos
escolhidos foram o citrico (experimentos 30 a 33) e 0 acético (experimentos 34
a 37), por ndo serem toxicos em concentracfes adequadas e por ja estarem

presentes naturalmente em alguns alimentos.

Como o objetivo desses experimentos era verificar se a adicdo exerceria
influéncia sobre o teor de oleuropeina, e caso afirmativo, qual seria o melhor
reagente (acido citrico ou acético), optou-se por realizar apenas 1 contato com
cada um dos seguintes solventes: etanol grau alimenticio puro (experimentos
30 e 34), etanol alimenticio contendo 50% de 4gua (experimentos 31 e 35),
etanol alimenticio contendo 30% de agua (experimentos 32 e 36) e etanol
alimenticio contendo 20% de agua (experimentos 33 e 37). Em cada
extracdo foram utilizadas aproximadamente 10 g de folhas, 90 g de solvente e

1 g do acido organico. Os solventes permaneceram em contato com as folhas
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durante 24 minutos no banho de ultrassom, logo apés o sistema foi
centrifugado e o conteudo liquido foi concentrado no rotaevaporador, diluido
em &gua, congelado e conduzido ao liofilizador para a obtencdo do extrato

seco, para posterior quantificacao da oleuropeina.

j) Experimento 38

Os resultados obtidos nos experimentos 31 a 37 permitiram concluir que
a adicdo de &acidos organicos é vantajosa para melhorar o rendimento da
oleuropeina nos extratos. Desta forma, selecionou-se o melhor solvente e o
melhor acido organico para a realizacdo de um ultimo experimento com trés
sucessivas etapas de contato em banho de ultrassom a temperatura ambiente
por 35 minutos, sempre se adicionando solvente novo e &cido organico em
cada etapa, na mesma proporcao utilizada nos experimentos 31 a 37. Todos o0s
extratos resultantes foram misturados e preparados para a obtencdo do

produto seco.

A Tabela 3.1 a seguir apresenta um resumo dos 38 experimentos

realizados:
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Tabela 3.1 — Resumo e identificagédo dos 38 experimentos realizados

Meio de extragdo da

clorofila
Folhas hexano
micronizadas diclorometano
com pre- Hexano + diclorometano
tratamento SFE CO2 + etanol
para
extracao
prévia da
clorofila
SFE CO2
Acido organico
adicionado
Folhas nenhum
micronizadas
sem pré-
tratamento

Com &cido citrico

Com &cido acético

Extracdes

1 etapa com
agitagéo manual®

2 etapas com
agitacio mecanica”
3 etapas com
agitacdo mecéanica
1 etapa em
ultrassom® + 2
etapas com
agitacio mecanica”
3 etapas em com
agitacdo mecanica”
1 etapa em
ultrassom® + 2
etapas com
agitacio mecanica”
extracOes

1 etapa com
agitacéo manual®
2 etapas com
agitacédo mecanica”
1 etapa em
ultrassom?®
1 etapa em
ultrassom?®
3 etapas em
ultrassom?®

Dietil cloroférmio

eter

El

Dietil |cloroférmio

eter

E4

E2

ES

acetona

E3

acetona

E6

Solventes testados para a extragédo da oleuropeina

etanol

E7

E16

E24

E27

E18

E21

etanol

E10

El7

E30

E34

1-
propanol

E8

1-
propanol

Ell

2- 30% etanol |50% etanol | 70% etanol
propanol S S 3
70% agua | 50% agua 30% agua
E9
E13 El14 E15
E25

E28

E19
E22
2- 30% etanol

50% etanol | 70% etanol

propanol + + +
70% agua | 50% agua 30% agua
E12
E31 E32
E35 E36
E38

AProcedimento realizado a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C); "Procedimento realizado a 50 °C.

80% etanol
+

20% agua

80% etanol
+

20% agua

E33

E37
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E26

E29

E20

E23
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3.2.4. Anédlise de oleuropeina nos extratos

A quantificagdo da oleuropeina nos extratos foi realizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com relacdo a um padréo
externo (Oleuropeina cat NO 008011, Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltda).
Foi utilizada uma coluna NST C18 5um 250 x 3.0mm (NST), com fase mével
composta por metanol/acido tricloroacético 0,5% em agua (45:55), pH 2,2, fluxo
1,0 ml/min e detector UV a 280 e 320 nm, com volume de inje¢cdo de 20 ul. Os
extratos liquidos foram concentrados por evaporacdo a 50° C (quando
necessario), e entdo injetados no cromatografo. Os extratos solidos (~40 mg)
foram dissolvidos em 1 ml de metanol/agua (1:1) em banho ultrassénico por 15
minutos. A solucéo foi entdo centrifugada e o sobrenadante (20 pl) injetado no
cromatografo. A curva de calibracdo foi feita com solugbes de oleuropeina
padrao de concentragdes variando entre 0,15 e 0,90 mg/ml.

Todas as analises de oleuropeina nos extratos foram realizadas nas
dependéncias do Laboratério de Cromatografia, localizado no Departamento de
Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais, sob supervisdo da Dra.

Vanny Ferraz.

3.2.5. Calculo de rendimentos

O rendimento global (Xo) do processo foi calculado apenas para as
amostras que foram liofilizadas. De acordo com a Eq. 1, X, é obtido através da
diferenca (em %) entre a massa de folhas utilizada e a massa de extrato
liofilizado resultante, com relacdo a massa de folhas utilizada.

XO =100 X Mextrato seco (1)

Mfolhas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo da matéria-prima
4.1.1. Teor de oleuropeina nas folhas micronizadas

Na analise realizada em uma amostra das folhas de oliveira
micronizadas (organicas e produzidas no Brasil) a uma temperatura de
aproximadamente 35° C, foi detectado um teor de apenas 0,3 % de
oleuropeina (em massa). Esse resultado € bem inferior ao valor reportado na
literatura para plantas cultivadas no solo europeu, com valores entre 60 e 90
mg/g de folha seca (LE TUTOUR; GUEDON, 1992), equivalente a faixa de 6 a

9 % em massa.

Diante do baixo teor de oleuropeina nas folhas, cogitou-se a ocorréncia
de perda do componente na micronizacdo. Porém, a analise da agua
proveniente das folhas, coletada durante o processo nédo detectou a presenca

de oleuropeina.

4.1.2. Resultados da caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica

A Tabela 4.1 a seguir apresenta os resultados para a caracterizacdo das

folhas de oliva micronizadas em relacéo aos teores de cinzas, umidade e pH.

Tabela 4.1 — Andlises fisico-quimicas

Analises Resultado
Cinzas Totais (%) 5,3
Cinzas Insoluveis (em éter %) 4,9
pH 4,9
Umidade (%) 8,3
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Os resultados para o teor de cinzas e umidade estdo de acordo com 0s
obtidos em alguns trabalhos da literatura. Bahloul et al. (2009) obtiveram um
teor de 10 % de umidade em estudos sobre a secagem solar das folhas de
oliveira. Boudhrioua et al. (2009) detectaram uma variacao de 2,86 a 4,45 % de
cinzas totais em folhas de oliva, porém os autores estudaram apenas as folhas
frescas.

A Tabela 4.2 apresenta os resultados das analises microbiologicas das

folhas micronizadas.

Tabela 4.2 — Analises microbiolégicas

Analises Resultado Padréo
Contagem total de bactérias 2,1 X 10° UFC/g 10° UFCl/g
Enterobactérias Ausenteem 1 g 10% UFC/g
Escherichia coli Ausenteem1lg Ausenteem1g
Staphylococus aureus Ausenteemlg -
Salmonella sp Ausente em 10 g Ausenteem 10 g
Pseudomonas sp Ausenteemlg = ---
Contagem total de bolores e leveduras <10 UFC/g 10* UFCl/g

Segundo o laudo emitido pelo laboratério, a amostra esta dentro de
todos os padrdes microbiologicos considerados, segundo a Farmacopéia
Britanica — 20002.

4.2. Teores de oleuropeina nos extratos

A Tabela 4.3 a seguir apresenta, de forma geral, todos os resultados
obtidos nas andlises de teor de oleuropeina dos extratos de folhas de oliva,
resultantes das extracdes realizadas nos 38 experimentos. A Tabela 4.3
também apresenta a codificacdo dos experimentos (como identificado na
Tabela 3.1) e os rendimentos obtidos para os experimentos 21 a 27, nos quais

os extratos foram liofilizados antes das anélises.
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Tabela 4.3 — Resultados obtidos em relacdo ao teor de oleuropeina e o
rendimento global

. Estado Massa de .
Cédigo dos da Oleuropeina Oleuropeina extr_ato Rendimento
experimentos (g/1009g) (mg/100mL) liquido Global (Xo)
amostra analisado (g)

El liquido 1,27 0,47

E2 liquido 0,61 0,66

E3 liquido 3,27 0,59

E4 liquido 0,23 1,94

E5 liquido 0,09 1,84

E6 liquido 3,13 1,99

E7 liquido 0,049 4,47

E8 liquido 0,003 8,14

E9 liquido 0,001 3,83

E10 liquido 0,065 4,83

E11 liquido 0,012 3,45

E12 liquido 0,009 7,84

E13 liquido 0,45 11,05

E14 liquido 0,81 10,62

E15 liquido 0,15 10,01

E16 liquido 0,44 10,70

E17 liquido 0,48 8,17

E18 sélido 1,67 2,54
E19 solido 1,39 9,85
E20 solido 0,31 5,96
E21 sélido 1,75 2,70
E22 solido 0,97 9,90
E23 solido 0,45 6,08
E24 solido 1,79 2,29
E25 sélido 1,55 7,96
E26 solido 1,23 1,90
E27 sélido 1,45 2,88
E28 solido 1,88 8,47
E29 solido 0,44 2,09
E30 solido 0,21 4,09
E31 solido 0,63 5,07
E32 solido 0,09 4,87
E33 solido 0,29 4,70
E34 sélido 1,47 6,19
E35 sélido 1,55 4,59
E36 solido 2,17 7,98
E37 sélido 1,52 5,50
E38 solido 4,80 13,76
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Como pode ser observado na Tabela 4.3, ndo se pode fazer uma
comparacao dos experimentos de forma generalizada, pois algumas amostras

foram analisadas na forma liquida, e outras na forma sélida.

Vale ressaltar que, no inicio do trabalho, o objetivo maior era verificar
se era possivel obter extratos contendo quantidades detectaveis de
oleuropeina, e sé entdo, aprimorar a metodologia. Ainda assim, almejava-se a
obtencdo de um extrato mais concentrado possivel, porém, nem sempre iSso
foi possivel. Nos experimentos 1 a 17, por exemplo, os extratos foram
conduzidos para a andlise de oleuropeina na forma liquida, sendo que os
volumes das amostras obtidas apdés a concentragdo em rotaevaporador
variaram bastante, devido a diferenca entre os pontos de ebulicdo dos
solventes. Cogitou-se complementar a evaporacdo em estufa a vacuo,
entretanto, na ocasido da realizacdo dos experimentos 1 a 12, este
equipamento estava com problemas, ndo sendo possivel utiliza-lo.
Posteriormente, durante a realizacdo dos experimentos 13 a 15, a situacao se
inverteu, e o rotaevaporador teve problemas, e por isso, a concentracdo dos
solventes nesses experimentos foi realizado apenas em estufa a vacuo (ja em
funcionamento) a 50 °C. Tomou-se o cuidado de néo utilizar temperaturas mais
elevadas na secagem para que nado houvesse risco de degradacdo da

oleuropeina.

Mesmo ndo sendo possivel fazer uma comparacdo quantitativa
adequada nos experimentos 1 a 17, algumas conclusdes em relacédo as etapas
prévias de reducdo do teor de clorofila foram obtidas. Verificou-se que os
extratos com maiores teores de oleuropeina foram obtidos com a acetona (E3 e
E6), sendo que a concentracao foi um pouco maior no experimento E3, no qual
foi feito o pré-tratamento das folhas com hexano. Para os solventes dietil éter
(E1 e EA4) e cloroférmio (E2 e E5), notou-se que ao se extrair a clorofila das
folhas (E1 e E2), a concentracdo de oleuropeina tornou-se maior, mostrando,
portanto, que o tratamento prévio com o solvente hexano foi importante para o
aumento do rendimento de oleuropeina nos extratos obtidos. De fato, a
oleuropeina tem uma caracteristica polar, e desta forma, possui maior afinidade
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pela acetona (também polar), em relacdo ao dietil éter e o cloroférmio, que sdo
apolares. Vale ressaltar que também foi realizada uma analise nos extratos
hexanicos obtidos da etapa de remocao da clorofila, tendo sido verificada uma
concentragdo nao maior do que 0,0002 mg/100mL.

Em relacé@o aos solventes alcodlicos etanol (E7 e E10), 1-propanol (E8
e E11) e 2-propanol (E9 e E12), verificou-se que as concentragbes de
oleuropeina foram muito baixas em relacdo aos experimentos E1 a EB6.
Observou-se também que nos experimentos nos quais nado foram feitos os pré-
tratamentos com o diclorometano (E10, E11 e E12), os valores de oleuropeina
foram um pouco maiores. Ainda assim, a diferenca é pouco significativa e as
concentracbes de oleuropeina ainda sdo muito baixas. Na analise feita no
extrato de diclorometano, foi detectado um teor de oleuropeina de até 0,0107
mg/100 mL, ou seja bem maior do que os obtidos nos experimentos anteriores.
A escolha deste solvente para a remocédo da clorofila foi baseada em um
trabalho da literatura (MYLONAKI et al., 2008), porém, no presente trabalho,
este ndo se mostrou adequado, uma vez que além da clorofila, também extraiu

guantidades significativas de oleuropeina.

Para os experimentos usando solu¢cdes hidroalcodlicas como solvente
(E13, E14 e E15), nado foram feitos testes sem a etapa de reducao da clorofila
e, portanto, ndo foi possivel fazer uma comparacdo neste aspecto. Como
descrito no item c da secdo 3.2.4, o diclorometano ainda foi utilizado
(juntamente com hexano) para a remoc¢do da clorofila, pois na ocasido, a
analise da oleuropeina no solvente oriundo desta etapa do processo dos
experimentos E7 a E12 ainda ndo havia sido realizada. Ainda assim, pode-se
concluir que, a solucéo contendo etanol + agua na razéo 1:1 forneceu o melhor
resultado (0,81 mg/100mL), indicando que a presenca da agua favorece a
solubilizacdo da oleuropeina. Porém, ndo se sabe a quantidade perdida do
componente no processo de extracdo da clorofila, pois nestes experimentos,

esta analise nao foi realizada.
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Comparando-se agora o0s experimentos 16 e 17, verifica-se que a
remocdo dos compostos apolares das folhas com CO, supercritico (E16) ndo
trouxe vantagens em relacdo ao aumento do rendimento da oleuropeina nos
extratos. Também é possivel observar que a extracdo com o etanol, feita em
duas etapas nestes 2 experimentos, também resultou em extratos com teores
de oleuropeina menores do que 1 % (em massa). Xynos et al. (2012)
conseguiram obter um extrato de folhas de oliva contendo surpreendentes 30
% de oleuropeina, utilizando CO; supercritico e 20 % etanol como co-solvente.
No entanto, os autores relatam que esta quantidade de co-solvente € muito
elevada, e que a utilizacdo da extracdo supercritica apenas com CO, (para a
remocao apenas dos compostos apolares), associada a uma extracdo com
fluido pressurizado (etanol, agua ou etanol contendo 40 % de &gua),
proporcionou resultados ainda melhores, com extratos contendo 44 % de

oleuropeina.

Dos experimentos E18 ao E38, as amostras foram liofilizadas, sendo
que os teores de oleuropeina nos extratos secos puderam ser expressos em %

em massa, facilitando a comparacao dos resultados.

Com os excelentes resultados apresentados por Xynos et al. (2012),
decidiu-se por manter o CO, supercritico para a “limpeza” da matéria-prima,
realizando algumas modificacbes nos procedimentos de extracdo da
oleuropeina utilizados nos experimentos anteriores. Vale ressaltar que nao foi
detectada a presenca de oleuropeina nos produtos arrastados pelo CO;
supercritico, indicando que ndo houve perdas do componente, independente

das folhas terem sido umedecidas com etanol ou ndo.

A Figura 4.1 faz uma comparacdo entre os resultados dos
experimentos nos quais as folhas umedecidas com etanol e limpas com CO,
supercritico foram utilizadas para a extragdo da oleuropeina com etanol puro,
etanol com 50 % de a&gua e agua pura em 3 etapas: de E24 a 26, estas foram

conduzidas por agitacdo mecéanica a 50 °C por 1 hora para cada etapa; de E27
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a E29, a primeira etapa foi substituida por uma extracdo em banho de
ultrassom, a temperatura ambiente (~ 25°C), por 24 minutos.

2,0 - 1,88
1,79
f=) L2 1,45
(®)]
8 1,5 B © ’ ®
= = |
b o) 1,23 o)
9 B @ ~(©
© X X
= | o
3 1,0 - 3 =
o) e i © &
z | 2 5 c
- [0 ©
O o05H i 2 Ll T 0,44
== - S o
X o o
e} [@)]
(9] o
0,0 l T l T l L) I L] I T I
E24 E25 E26 E27 E28 E29

Experimento

Figura 4.1 — Comparacao entre os experimentos E24 a E29: [ 3 etapas de
extracdo com agitacdo mecanica; [1 1 etapa de extragcdo em ultrassom + 2
etapas com agitacdo mecanica.

Pela Figura 4.1, observa-se que, nos experimentos E24 a E26, houve
uma queda no teor de oleuropeina em funcdo do aumento do teor de agua no
solvente. Ja para os experimentos E27 a E29, ndo foi observada esta
tendéncia. Nota-se também que a utilizacdo do ultrassom na primeira etapa de
extracdo so foi vantajosa quando para a solucao etanol (50 %) + agua (50 %)
(E28), que resultou no maior teor de oleuropeina entre este grupo de
experimentos, além do maior rendimento global (8,47 gramas de extrato/

gramas de folha).
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A Figura 4.2 traz a comparacao entre os resultados dos experimentos
18 a 23, analogos aos discutidos na Figura 4.1, porém sem o umedecimento
das folhas com etanol no procedimento de limpeza com CO; supercritico.
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Figura 4.2 — Comparacao entre os experimentos E18 a E23: [ 3 etapas de
extracdo com agitacdo mecanica; [1 1 etapa de extragcdo em ultrassom + 2
etapas com agitacdo mecanica.

Nos experimentos comparados na Figura 4.2, observa-se que, para 0s
dois procedimentos de extracdo, houve uma queda no teor de oleuropeina em
funcdo do aumento do teor de agua no solvente. Ao contrario do observado nos
experimentos 24 a 29, a utilizacdo do ultrassom s6 nao foi vantajosa para a
extragdo com solucdo hidroalcodlica contendo 50 % de agua (E22), em
comparacao com o experimento 19. Neste grupo de experimentos, E18 a E23,

os melhores resultados foram obtidos para a extragdo com etanol puro (E18 e
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E21), apesar destes terem originado os menores rendimentos globais neste
conjunto (2,54 e 2,70 gramas de extrato/ gramas de folha, respectivamente).

A Figura 4.3 abaixo faz uma comparagdo entre os resultados dos
experimentos nos quais as 3 etapas de extragdo foram realizadas com agitacao
mecanica, sem o umedecimento das folhas com etanol no procedimento de
limpeza com CO, supercritico (E18 a E20) e com o umedecimento das folhas
com etanol (E24 a E26).
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Figura 4.3 — Comparacao entre os experimentos E18 a E20 e E24 a E26.

Nota-se pela Figura 4.3 que as amostras que foram umedecidas com

etanol durante a etapa de limpeza com CO, supercritico (E24 a E26),
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resultaram em extratos com maiores teores de oleuropeina (principalmente
para a &gua), apesar de menores valores para o0 rendimento global.
Provavelmente, a quantidade de etanol utlizada durante o processo
supercritico auxiliou a remocdo dos compostos apolares, aumentando,

portanto, o rendimento da oleuropeina nos extratos.

Analogamente, a Figura 4.4 compara os resultados dos experimentos
nos quais as extracdes foram realizadas com 1 etapa em ultrassom e 2 etapas
em agitacdo mecanica, sem o umedecimento das folhas com etanol no
procedimento de limpeza com CO, supercritico (E21 a E23) e com o
umedecimento das folhas com etanol (E27 a E29).
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Figura 4.4 — Comparacdao entre os experimentos E21 a E23 e E27 a E29.
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Pela Figura 4.4, observa-se que, das amostras que foram umedecidas
com etanol durante a etapa de limpeza com CO, supercritico (E27 a E29),
apenas o experimento E28 apresentou maior teor de oleuropeina em relacao
ao seu analogo sem o umedecimento das folhas (E22).

Como pode ser observado, os teores de oleuropeina quantificados nos
extratos obtidos dos experimentos E18 a E29 estavam bem aquém dos valores
obtidos por Xynos et al. (2012). De fato, o equipamento utilizado pelos autores
para a etapa de limpeza da matéria-prima era mais sofisticado do que o
utilizado no presente trabalho, sendo que o co-solvente etanol foi inserido no
sistema via bombeamento, com continuo reciclo do solvente. O procedimento
de extracdo da oleuropeina também foi realizado com fluidos pressurizados, o

gue pode ter auxiliado na remoc¢éao do componente.

Como ja ressaltado, o objetivo do presente trabalho ndo era a obtencéo
de extratos ricos em oleuropeina através da reproducdo de experimentos da
literatura, mas sim obter uma metodologia simples de extracdo que
proporcionasse bons resultados. Desta forma, nos experimentos E30 a E38, a
dispendiosa etapa de extracdo prévia da clorofila foi abolida do procedimento
experimental. Para estes ultimos experimentos, decidiu-se testar a adicdo de
acidos organicos (citrico e acético) juntamente com os solventes durante o
procedimento de extracdo da oleuropeina. Segundo Kajdzanoska, Petreska e
Stefova (2011), o uso de acido acético aumenta a obtencdo de compostos

fendlicos durante a extracdo dos mesmos com solventes.

A Figura 4.5 apresenta a comparacao entre os resultados obtidos para os
experimentos E30 a E33, nos quais se utilizou o acido citrico como aditivo, e
seus analogos E34 a E37, nos quais se utilizou o acido acético. Nestes
experimentos também foram utilizados 4 niveis de agua no solvente, para fins

de comparacao.
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Figura 4.5 — Comparacéo entre os experimentos E30 a E37: [ adicdo de
acido citrico; [ adicdo de acido acético.

Como pode ser observado na Figura 4.5, a utilizacdo do acido acético
(E34 a E37) proporcionou resultados muito melhores do que os obtidos para os
experimentos com acido citrico (E30 a E33). Observou-se ainda que o solvente
hidroalcodlico contendo 30 % de &agua, resultou em um teor de oleuropeina
igual a 2,17 %, muito préximo ao obtido por Japon-Lujan, Luque-Rodriguez e
Luque de Castro (2006a), que obtiveram um teor igual a 2,3 %, utilizando
extracdo dinamica em ultrassom com solvente hidroalcodlico (etanol com 50 %
de agua). De fato, o acido acético, que também foi utilizado em um trabalho
prévio sobre a extracdo de compostos fendlicos de morangos
(KAJDZANOSKA; PETRESKA; STEFOVA, 2011), pode ter estabilizado a
molécula de oleuropeina, impedindo sua hidrdlise e, consequentemente, a
formacdo de outros compostos. No entanto, essa afirmagcdo nao pode ser

comprovada, pois apenas a oleuropeina foi quantificada nos extratos obtidos.
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Os resultados obtidos nos experimentos E34 a E37 permitiram a selegéo
dos parametros para a realizacdo de um ultimo experimento (E38), com etanol
contendo 30 % de &gua e adicdo de &acido acético, porém promovendo 3
etapas de contato com o solvente novo, sempre readicionando o acido. A
analise do extrato seco obtido neste experimento E38 resultou em um teor de
oleuropeina igual a 4,8 %, que foi considerado excelente, uma vez que € mais
gue o dobro do valor obtido por Japén-Lujan et al. (2006a), utilizando o0 mesmo
método de extracdo. Este experimento também estd associado ao maior
rendimento global obtido dentre todos os 38 ensaios (13,76 %). Acredita-se que
as condicOes estabelecidas no experimento E38 ainda podem ser aprimoradas
para a obtencdo de um extrato mais enriquecido, porém, ndo houve tempo
habil para novos testes nos quais parametros como tempo de extracdo e a

temperatura, por exemplo, pudessem ser variados.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, véarios procedimentos foram testados a fim de se obter
extratos de folhas de oliveira ricos em oleuropeina. Os experimentos foram
conduzidos de forma exploratéria, baseando-se em algumas condi¢cbes de
processo ja adotadas em trabalhos anteriores, disponiveis na literatura.

Alguns problemas experimentais ocorridos nos primeiros experimentos,
e que ndo permitiram a obtencdo de um extrato solido, dificultaram a
comparacao entre todos os experimentos realizados. Ainda assim, verificou-se
gue a etapa prévia de remocédo de clorofila usando solventes orgéanicos nao foi
vantajosa, visto que ndo houve melhora significativa nos teores de oleuropeina
nos extratos. Além disso, a quantidade de solventes (hexano e diclorometano)
utilizada foi muito elevada, tornando o processo antiecoldgico. Ressalta-se
ainda que esses solventes podem deixar residuos, o que inviabilizaria a

utilizacéo dos extratos para fins alimenticios, por exemplo.

O uso da extracdo supercritica com CO,, como etapa prévia para a
extragcdo com os solventes alcodlicos, forneceu resultados promissores (teores
de oleuropeina de até 1,88 %), embora inferiores aos reportados na literatura.
Esta etapa, porém, demanda um tempo elevado de processo (em torno de 4 ou
5 horas) e um alto consumo de CO,, 0 que eleva o custo do procedimento de

extracao.

A adicdo de &cido acético em solucbes hidroalcodlicas, aliados a
extracdo em banho de ultrassom, proporcionou a obtencao de extratos com até
2,17 % de oleuropeina (em apenas 1 estagio de extracdo), sendo que o melhor
solvente foi a mistura de etanol e agua, na propor¢dao 70:30, em massa. O
ultimo experimento realizado com esse solvente e com a adicdo do acido
organico, em 3 etapas de extracdo em ultrassom, resultou em um extrato com
4,8 % de oleuropeina, mais do que o dobro do valor encontrado na literatura,

utilizando o mesmo método.
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Como apenas a oleuropeina foi monitorada nos extratos obtidos, ndo foi
possivel concluir, com precisédo, se houve hidrolise da mesma, formando outros
componentes, como o hidroxitirosol, por exemplo. Porém, acredita-se que a
adicdo do &cido aos sistemas de extracao tenha dificultado essa reacdo de
hidrélise (que normalmente ocorre em meio alcalino) e, consequentemente,

estabilizado a molécula de oleuropeina.

Ainda assim, as condi¢cfes obtidas neste trabalho podem ser um ponto
de partida para a otimizacdo de um processo simples e rapido, a fim de se
obter um extrato ainda mais rico em oleuropeina, e que possa ter aplicabilidade

nas industrias de alimentos ou farmacéutica.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nesta dissertacdo de mestrado, os experimentos foram conduzidos de
forma exploratéria, visando a obtencdo de uma metodologia que permitisse a
obtencdo de um extrato rico em oleuropeina. Os resultados obtidos nos
experimentos finais deram um indicativo de que a adicdo de &cidos organicos e

0 uso da extragdo com ultrassom podem fornecer bons rendimentos.

Desta forma, para trabalhos futuros sobre a extracdo da oleuropeina,
sugere-se um estudo das variaveis de processo de forma planejada,
objetivando-se uma otimizagdo do processo. Estudos poderdo ser conduzidos
variando-se, concomitantemente, a concentracdo de agua no solvente, a
temperatura do processo, a rotacdo na agitacdo, o tempo de extracao,
aplicacao de ultrassom e a adicdo de acidos organicos. O numero de etapas de
extracdo e, consequentemente, a quantidade de solvente, também podem ser

otimizados.

Outro aspecto que pode ser estudado € a atividade antioxidade dos
extratos obtidos, além de estudos sobre sua funcdo antimicrobiana e anti-

inflamatoéria.

A composicdo dos extratos em relacdo a outros componentes também
pode ser mais bem explorada, uma vez que muitos outros importantes
compostos bioativos estdo presentes nas folhas de oliveira. Outros compostos,
como por exemplo, o hidroxitirosol, também podem ser formados durante o
processo de extracdo, através da hidrolise da oleuropeina, e por isso, a

guantificacdo do mesmo nos extratos também deve ser realizada.
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ANEXOS - PERFIS CROMATOGRAFICOS

ANEXOS - Perfis Cromatograficos

A Figura A.1 apresenta os resultados da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, obtidos para os experimentos E1, E2, E4 e E5. A Figura A.2 apresenta 0s
resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia, obtidos para os experimentos E3
e E6. O tempo de retencdo da oleuropeina nesses experimentos foi de 9,32

minutos.

Nas Figuras A.3 e A.4 estdo apresentados os cromatogramas dos
experimentos E7 a E9 e E10 a E12, respectivamente. O tempo de retencao da

oleuropeina nesses experimentos foi de 14,9 minutos.

A Figura A.5 apresenta os resultados da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, obtidos para os experimentos E13 a E15. O tempo de retencdo da

oleuropeina nesses experimentos foi de 13,3 minutos.

A Figura A.6 apresenta os resultados obtidos para os experimentos
E16 e E17. O tempo de retencdo da oleuropeina nesses experimentos foi de 11

minutos.

A Figura A.7 apresenta os resultados obtidos para os experimentos
E18, E21, E24 e E27. A Figura A.8 apresenta os resultados obtidos para os
experimentos E19, E22, E25 e E28 e a Figura A.9 apresenta os resultados para
0s experimentos E20, E23, E26 e E29. O tempo de retencédo da oleuropeina

nesses experimentos foi de 12,3 minutos.

Os cromatogramas dos experimentos E20 a E37 estdo apresentados
nas Figuras A.10 a A.13. O tempo de retencdo da oleuropeina nesses

experimentos foi de 13 minutos.

A Figura A.14 apresenta o cromatograma do ultimo experimento, E38,

no qual o tempo de retencéo da oleuropeina foi de 9,7 minutos.
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Figura A.1 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E1 (preto); E2 (vermelho); E4 (azul); E5 (roxo);

oleuropeina padréao (verde).
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Figura A.2 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E4 (preto); E6 (azul); oleuropeina padrao (vermelho).
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Figura A.3 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E7 (vermelho); E8 (verde); E9 (azul); oleuropeina
padréo 0,1% (preto).
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Figura A.4 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E10 (verde); E11 (azul); E12 (vermelho); oleuropeina
padréo 0,1% (preto).
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Figura A.5 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E13 (verde); E14 (azul); E15 (vermelho); oleuropeina
padréo 0,2% (preto).

73



400000

300000 |

100000 |

0

T
12.0

min

Figura A.6 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E16 (vermelho); E17 (verde); Oleuropeina padrédo 0,5%.
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Figura A.7 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E18 (verde); E21 (verde); E24 (preto); E27 (vermelho).

75



qV
2250000 f
2000000 f
1750000 f
1500000 f
1250000 f
1000000 f

750000 f

500000

250000

Figura A.8 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E19 (verde); E22 (preto); E25 (azul); E28 (vermelho).
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Figura A.9 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E20 (verde); E23 (preto); E26 (azul); E29 (vermelho).

77



uv

800000
700000
600000

500000

400000
300000
200000

100000

Figura A.10 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E30 (vermelho) e E34 (preto).
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Figura A.11 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E31 (vermelho) e E35 (preto).
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Figura A.12 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E32 (vermelho) e E36 (preto).
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Figura A.13 — Cromatograma obtido a 280 nm para os experimentos: E33 (vermelho) e E37 (preto).
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Figura A.14 — Cromatograma obtido a 280 nm para o experimento E38 (preto).
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