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RESUMO

No presente trabalho pretendeu-se estudar o efeito da adicdo de extratos de folhas
de oliveira, um sub-produto existente em grandes quantidades em Portugal, & margarina
e manteiga, duas matrizes com elevado teor em gordura e com elevada susceptibilidade
a oxidacdo, ao nivel do teor em fendis totais, atividade antioxidante e cor. Para
selecionar o extrato a adicionar, inicialmente procedeu-se a avaliacdo de extratos de
diferentes variedades de oliveira (Arbequina, Cobrangosa, Galega vulgar e Picual),
tendo sido selecionada a variedade Arbequina, que foi posteriormente caraterizada por
Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (RMN *H). O perfil fitoquimico das folhas de
Arbequina indicou a presenca de glucose, sacarose, oleuropeina, luteolina-4’-O-
glucosido, luteolina, hidroxitirosol acetato, hidroxitirosol e luteolina-7-O-glucésido.

A adicdo de extrato de folha de oliveira ndo causou variacGes significativas no
teor em fendis totais quantificados na manteiga, verificando-se, por outro lado, um
aumento significativo do teor em fendis totais detetados na margarina com a adi¢do de
extrato de folha a uma concentragdo de 1 mg de extrato/g de amostra. Na avaliacdo da
atividade antioxidante da manteiga e margarina, para ambos os métodos, a margarina
mostrou uma forte capacidade antioxidante, relativamente a manteiga. Para o DPPH, em
ambas as matrizes, verificou-se que a adicdo de extrato aumentou a capacidade
antioxidante da manteiga e margarina, sendo que para o0 método ABTS, a adicdo de
extratos resultou em comportamentos diferenciados para cada uma das amostras. Na
avaliacdo de parametros de cor, e para a manteiga, foi visivel um decréscimo da
luminosidade com a adigdo de extrato, enquanto para a margarina os resultados foram
variaveis, logo ap6s a adicdo e ao fim de 5 e 10 dias.

Este trabalho mostrou existirem diferencas significativas na composicdo e
atividade antioxidante nas folhas de diferentes cultivares de oliveira, confirmando, no
entanto, que todas as amostras possuem um potencial uso como fontes de compostos
bioactivos de interesse. Para além disso, a avaliacdo preliminar do uso de extratos de
folhas de oliveira como agente de protegdo contra a oxidagdo lipidica, mostrou

resultados encorajadores, sendo necessario a continuacéo de estudos neste sentido.

Palavras-chave: Folhas de oliveira, manteiga, margarina, composicdo quimica,

atividade antioxidante, oxidacdo lipidica, cor.



ABSTRACT

In the present work we intended to study the effect of the addition of olive leaf
extracts, an abundant by-product in Portugal, to butter and margarine, two products with
high fat content and highly susceptible to oxidation, regarding total phenolic content,
antioxidant activity and colour. In order to select the extract to be used, a preliminary
evaluation of different olive cultivars (Galega vulgar, Cobrancosa, Picual and
Arbequina) was performed, with Arbequina being the selected cultivar, which was
subsequently characterized by Nuclear Magnetic Ressonance (NMR'H). The
phytochemical profile of Arbequina leaves showed the presenc of glucose, shacarosse,

The phytochemical profile of Arbequina leaves indicated the presence of glucose,
sucrose, oleuropein, luteolin-4'-O-glucoside, luteolin, hydroxytyrosol acetate,
hydroxytyrosol and luteolin-7-O-glucoside.

The addition of leaf extract didn’t cause significant variation regarding the total
phenolic content of butter, however, a significant increase of recorded for margarine,
when the extract was added at 1 mg of extract/g of sample. Regarding the antioxidant
activity, in both methods, margarine showed higher antioxidant ability, comparing to
butter. For DPPH, for both samples, the addition of extract increased the antioxidant
activity of butter and margarine, while, for ABTS, the additon of extract resulted in
different behaviours, for each of the samples.

The evaluation of color parameters, and for butter, it was visible a decrease of
lightness with the addition of extract, while for margarine, the result varied, at the
beginning of the assay, as well as after 5 and 10 days of oxidation.

This work showed significant differences between olive cultivars in the
composition and antioxidant activity of leaves, however conforming that all samples
possess a potencial as source of bioactive compounds. Furthermore, the preliminary
evaluation of olive leaf extracts as protective agent against lipidic oxidation, showed
encouraging results, although further studies are needed.

Key-words: olive leaves, butter, margarine, chemical composition, antioxidant activity,

lipidic oxidation, colour.
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1. INTRODUCAO

Desde sempre que o Homem procura na Natureza 0S recursos que permitam
melhorar a sua condicdo de vida, de modo a aumentar a sua sobrevivéncia. Do mesmo
modo, o0 interesse em produtos naturais, capazes de melhorar a satde dos consumidores,
tem sido a pedra basilar da abundante investigacdo feita no dmbito de compostos
antioxidantes provenientes de plantas.

Os principais compostos presentes nas plantas com capacidade antioxidante, 0s
fenois, possuem diferentes efeitos na salde humana, desde a reducdo do stress
oxidativo, levando a prevencdo e protecdo contra diversos tipos de cancro, diabetes,
doencas coronarias e degenerativas (Halliwell, 1996; Seifried et al., 2007), entre outras,
que poderdo ocorrer em diversos 6rgdos do corpo (Aruoma, 1998). Os fendis podem ser
encontrados na grande maioria das plantas, e sdo considerados 0s responsaveis pelos
efeitos benéficos atribuidos ao consumo de produtos como o chocolate, o café, o cha
verde e 0 vinho tinto (de Bock et al., 2012).

Uma das formas de explorar novas fontes deste tipo de compostos sera usando
subprodutos das atividades agricolas, que se poderdo tornar rentaveis ao se extrair deles
compostos de interesse. Uma destas fontes podera ser a folha da oliveira, o subproduto
mais abundante da olivicultura, admitindo-se que, & entrada do lagar, entre 5% (El e
Karakaya, 2009) e 10% (Herrero et al., 2011) do peso da azeitona corresponda, afinal, a
folhas. A medicina tradicional atribui a estas folhas propriedades capazes de tratar
diabetes (Komaki et al., 2003), arteriosclerose, gota, febre, reumatismo ou hipertenséo
(Benavente-Garcia et al., 2000; Meirinhos et al., 2005; Sato et al., 2007; Haloui et al.,
2010). Além disso, diversos estudos in vivo mostraram as propriedades médicas a elas
associadas. Sdo exemplos disso, 0s estudos que comprovaram as propriedades anti-
hipertensivas, diuréticas, anti ateroscleroticas, antioxidante e hipoglicemiante ou a
capacidade de inibir a infecdo e transmissdo entre células do HIV-1 (Komaki et al.,
2003; Lee-Huang et al., 2003; Somova et al., 2003; Kontogianni e Gerothanassis, 2012;
de Bock et al., 2013).

Estas propriedades medicinais correspondentes as folhas de oliveira tém sido
atribuidas a sua composicdo em compostos fendlicos. De facto, se olharmos para as
diferentes partes da oliveira, as folhas possuem uma maior capacidade antioxidante e
poder bloqueador de radicais (El e Karakaya, 2009), bem como uma maior concentragao

de compostos fenolicos (de Bock et al., 2013), quando comparando com as restantes



partes da arvore. Incluem-se na composicéo fenolica das folhas de oliveira cinco tipos
de compostos: oleuropeosidos (p.e. oleuropeina), flavonas (p.e. luteolina 7-O-
glucosido), flavonodides (p.e. rutina), flavan-3-ois (p.e. catequina) e fendis substituidos
(p.e. hidroxitirosol) (El e Karakaya, 2009), tendo sido detetados até 54 compostos
diferentes (Fu et al., 2010). A composicdo fendlica individual varia de cultivar para
cultivar (Meirinhos et al., 2005), e também tém sido detetadas diferengas na
identificacdo e quantificacdo destes compostos, causadas pela variacdo do método de
extracdo (Pereira et al., 2007) e época de colheita (Brahmi et al., 2013). No entanto,
apesar das variacOes detetadas, podem-se apontar como compostos maioritarios a
oleuropeina (Benavente-Garcia et al., 2000; Briante et al., 2002; Bouaziz e Sayadi,
2005; Pereira et al., 2007), luteolina 7-O-glucoésido (Meirinhos et al., 2005; Pereira et
al., 2007), hidroxitirosol (Benavente-Garcia et al., 2000; Briante et al., 2002), e a
apigenina 7-O-glucdsido (Meirinhos et al., 2005; Pereira et al., 2007).

Devido a capacidade antioxidante reconhecida das folhas de oliveira, alguns
estudos tentaram demonstrar a sua utilizagdo como agente de protecdo contra a oxidagédo
de oleos e gorduras (Farag et al., 2003; Farag et al., 2007; Paiva-Martins et al., 2007;
Salta et al., 2007; Bouaziz et al., 2008; Chiou et al., 2009). Em todos os casos, a adi¢do
de extratos de folhas revelou conferir uma resisténcia a oxidagéo dos 6leos e gorduras
testados.

Em Portugal, o consumo de gorduras de origem vegetal, onde se incluem os 6leos
vegetais, azeite e margarinas, foi cerca de 2 vezes superior, em 2012, do que 0 consumo
gorduras animais, como a manteiga, banha e toucinho (INE, 2014). Se excluirmos o
azeite e 6leos vegetais, quer a manteiga, definida no n°1 do Artigo 2° da Portaria
110/88 de 15 de Fevereiro como “o produto butiroso obtido exclusivamente do leite de
vaca ou da sua nata, apresentando-se sob a forma de uma emulséo sélida e maleavel ”,
quer a margarina, definida na alinea c), do artigo 2°, da Portaria 947/98 de 3 de
Novembro como o “produto obtido a partir de gorduras e Gleos vegetais e ou animais,
com um teor minimo de matérias gordas de 80% e inferior a 90%, com consisténcias
variaveis, consoante o fim a que se destinam”, sdo as duas gorduras mais produzidas
(INE, 2011) e utilizadas tanto na alimentagcdo como no uso culinario.

Apesar disso, sdo poucos os estudos focados na adi¢do de extratos vegetais a estas
gorduras e o seu efeito na oxidacdo, e inexistentes os referentes ao uso de folhas de
oliveira como fonte de agente de protecdo contra a oxidacdo de manteiga e margarina.

Assim, 0s objetivos deste trabalho consistiram, numa primeira fase na:

4



o Avaliagdo do teor em fenois totais e atividade antioxidante de extratos de

folhas de quatro cultivares de oliveira (Arbequina, Cobrancosa, Galega vulgar e Picual);
e posteriormente, numa segunda fase na:

o Determinacdo do perfil fitoquimico das folhas da cultivar selecionada na

primeira fase;

o Avaliacdo do efeito protetor de extratos de folha de oliveira, na oxidacao de

manteiga e margarina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A Oliveira

A oliveira, Olea europaea L. (Figura 1), pertence a familia Oleaceae e é
considerada uma das arvores mais importantes dos paises mediterraneos, ocupando
cerca 8 milhdes de hectares, produzindo quase 98% da colheita mundial (Proenca-da-
Cunha et al., 2003; Guinda et al., 2004; Tabera et al., 2004). Trata-se de uma das
arvores cultivadas mais antigas, possuindo um elevado interesse tanto econémico como
ambiental (Guinda, 2006). Distingue-se das outras espécies frutiferas pela sua
longevidade, existindo exemplares centendrios e milenares, sendo considerada um
simbolo de paz, de sabedoria e de gloria (Soni et al., 2006). Em Portugal, a oliveira
encontra-se dispersa por todo o pais, sendo em Tras-os-Montes, Beira Interior, Alentejo,

Ribatejo e Oeste os locais de maior predominio (Monteiro, 1999).

Figura 1 — Exemplar centenario de oliveira.

Um dos subprodutos mais abundantes da olivicultura séo as folhas da oliveira. Na
indUstria da producdo de azeite, estas podem representar entre 5% (El e Karakaya,
2009) e 10% (Herrero et al., 2011) em peso, da azeitona que entra nos lagares, podendo
também ser encontradas como produto da poda das oliveiras (Tabera et al., 2004;
Ferreira et al., 2007; Bouaziz et al., 2008), tendo para os produtores um custo elevado,

devido a sua remocdo e eliminagdo (Bouaziz et al., 2008). Portanto, torna-se de grande



importancia economica a valorizacdo e utilizacdo destes subprodutos devido ao seu

baixo custo e grande acumulacao nestas atividades agricolas (Guinda, 2006).

2.2. A folha da oliveira

Botanicamente, as folhas da oliveira sdo persistentes, com duragéo entre os 2 e 3
anos. Sao simples, com um pequeno bico terminal e com margem inteira. O limbo
apresenta forma coriacea e tem entre 3 a 9 cm de comprimento e a sua largura pode
variar entre 1 a 1,8 cm. A face superior da folha possui uma cor verde acinzentada
escura, onde as nervuras secundarias sdo aparentes, enquanto que a face inferior, de cor
cinza prateada, &€ marcada pela presenca de pequenos pelos que protegem a arvore da
desidratacdo e, onde a nervura central é muito evidente. O peciolo é muito curto,
atingindo meio cm de comprimento. Cada cultivar possui as suas caracteristicas
relativamente as formas e dimensdes das folhas, podendo ser lanceoladas, pequenas,
médias, grandes, largas, curtas, estreitas e elipticas (Barranco et al., 1999).

As folhas da oliveira tem sido usadas na medicina tradicional com o intuito de
tratar e prevenir diabetes (Komaki et al., 2003), estando também aliadas ao combate de
dores de cabeca, febres, arteriosclerose, gota, reumatismo e hipertenséo, devido ao fato
de estas possuirem propriedades antissépticas, hipoglicémicas e diuréticas (Benavente-
Garcia et al., 2000; Somova et al., 2003; Meirinhos et al., 2005; Sato et al., 2007;
Haloui et al., 2010).

Para além do seu uso na medicina tradicional, desde 1854, que estas tém sido alvo
de estudos cientificos, sendo o primeiro estudo conhecido sobre o0 uso de p6 da folha de
oliveira para o tratamento da febre e da malaria (Lee-Huang et al., 2003). Ap0s este
inicio da investigacdo cientifica relativa as folhas de oliveira, numerosos trabalhos tém
demonstrado as propriedades benéficas dos seus extratos. Os ensaios experimentais em
animais de laboratdrio e os ensaios clinicos efetuados revelaram efeitos hipoglicémicos
e hipotensores atribuidos as folhas de oliveira (Somova et al., 2003; El e Karakaya,
2009), sendo que outros estudos revelaram a capacidade dos seus extratos diminuirem a
pressdo arterial em animais e aumentarem o fluxo sanguineo nas artérias coronarias,
diminuindo a incidéncia das arritmias e prevenindo espasmos musculares intestinais
(Benavente-Garcia et al., 2000; Singh et al., 2006). Outros ensaios demostraram que 0S
extratos possuem varias atividades biologicas, destacando-se a atividade antioxidante,
anti-inflamatoria, antimicrobiana ou antiviral com capacidade de inibir a infecdo e

transmissdo entre células do HIV-1 (Komaki et al., 2003; Lee-Huang et al., 2003;
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Kontogianni e Gerothanassis, 2012; de Bock et al.,, 2013). Estas propriedades
medicinais associadas as folhas de oliveira tém sido atribuidas a sua composic¢do rica
em compostos fendlicos. As folhas possuem uma maior capacidade antioxidante e poder
bloqueador de radicais (El e Karakaya, 2009) e é nas folhas que existe uma maior
concentracdo de compostos fendlicos (de Bock et al., 2013), quando comparando com

as restantes partes da arvore.

2.2.1. Compostos fenolicos na folha da oliveira

Se o fruto da oliveira — a azeitona — tem sido amplamente estudada pelo seu uso
alimentar, as folhas da oliveira sdo estudadas pelos seus metabolitos secundarios.
Destes, devem-se destacar os compostos fendlicos, metabolitos secundéarios produzidos
pelas plantas face a agressdo por microrganismos e radiacdo ultravioleta (Arantes,
2008). Estes compostos tém como principal caracteristica uma forte capacidade
antioxidante (Savarese et al., 2007; Rodriguez et al., 2008), comparavel ou superior ao
descrito para outros compostos antioxidantes, tais como as vitaminas C ¢ E ¢ o B-
caroteno (Arantes, 2008).

Quimicamente, os compostos fenolicos definem-se como substancias com um
anel aromético (Cg), com ligagcBes a um ou mais grupos hidroxilos (-OH), incluindo os
seus derivados funcionais (ésteres, glicosidos, metiléteres). Se definirmos os fenois
vegetais em termos de origem metabdlica, estes sdo substancias produzidas no
metabolismo fenilpropanoide, pela via chiquimato (Ryan et al., 2002).

No caso concreto da oliveira, a composi¢cdo fendlica individual varia de cultivar
para cultivar (Meirinhos et al., 2005), e também tém sido detetadas diferencas na
identificacdo e quantificacdo destes compostos, causadas pela variacdo do método de
extracdo (Pereira et al., 2007) e época de colheita (Brahmi et al., 2013). Os compostos
fendlicos encontram-se em todas as partes da planta, mas a sua natureza quimica e
concentracdo variam muito nos diferentes tecidos (Ryan et al.,, 2002). Os que se
encontram presentes na folha de oliveira constituem uma fracdo muito complexa
formada por um ndmero variado de produtos, alguns dos quais permanecem por
identificar (Ferreira, 2007), isto porque a maioria dos compostos fendlicos é
armazenada quase que exclusivamente sob a forma conjugada. Ao que parece, ha varias
razdes para a forma conjugada: a fraca toxicidade de alguns compostos € evitada desta
maneira, favorece a solubilidade e o deposito em certos compartimentos celulares e,

parece estar, também, relacionada com o transporte dos compostos as células, inclusive
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transporte intracelular (Ryan et al.,, 2002). Existem inimeros compostos fendlicos
presentes na natureza, que, de forma a facilitar o seu estudo, séo classificadas em
diferentes classes, dependendo do numero de atomos de carbono e da sua estrutura
béasica (Van Sumere, 1989).

Na folha de oliveira, os compostos fendlicos predominantes incluem os acidos
fendlicos, os flavonoides, os alcoois fendlicos e os secoiriddides da oleuropeina, pois
como estes Ultimos possuem caracter fenolico sdo igualmente considerados como
compostos fendlicos (Ryan et al., 1999). Como referido anteriormente, 0s compostos
maioritarios sdo a oleuropeina, luteolina 7-O-glucosido, hidroxitirosol e a apigenina 7-

O-glucésido.

2.2.1.1. Acidos fendlicos

Os é&cidos fendlicos incluem os acidos benzdicos (Cg-Cy1) e 0s acidos cinamicos
(C6-C3). Como se encontram normalmente hidroxilados, designam-se também por
acidos hidroxibenzobicos e acidos hidroxicindmicos. Compostos como o acido gélico,
acido siringico, acido vanilico e vanilina (Figura 2) fazem parte da classe dos acidos
hidroxibenzodicos. Surgindo como o maior grupo de compostos fenolicos néo
flavondides presentes nas folhas de oliveira (Ryan et al., 1998; Caturla et al., 2005;
Micol et al., 2005), os acidos hidroxicindmicos surgem principalmente sob a forma de
glicosidos ou na forma de combinacdes do tipo éster. Entre os varios acidos
hidroxicinamicos identificam-se como principais na folha da oliveira o acido cafeico,
bem como o seu derivado, verbascosido (Ghanbari et al., 2012), o acido p-cumarico, o
acido 4-cumarico, o &cido clorogénico, o &cido elendlico, o acido ferulico e o &cido

sinaptico (Figura 2).
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Compostos

Classe .
fenélicos

Estrutura quimica

COOH

Acido siringico @
HaCO OCH,
Acido galico Jivj\
OH
Acido vanilico 5;\
Vanilina
OCH,

Acidos hidroxibenzoicos

Acido cafeico YVC

HQ COzH

Acido clorogénico é\
Acidos fendlicos

Acido 4-cumarico

Acido p-cumarico w
Acidos hidroxicinamicos

Acido elendlico :L,Av,\

o e H
Acido ferulico 3C°Kj/\)

m\rﬁﬁ

Verbascosido

Figura 2 — Acidos fendlicos presentes nas folhas de oliveira.
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2.2.1.2. Flavonoides

Os flavondides sdo o grupo mais comum de compostos polifendlicos na dieta
humana, com mais de 1600 tipos (Charoenprasert & Mitchell, 2012). S&o moléculas
planas, “planar molecules”, caracterizadas pela presenca de dois anéis aromaticos
benzénicos ligados por uma cadeia com trés atomos de carbono, cuja estrutura geral é
representada por Cg-C3-Cs. A variagdo estrutural encontrada nesta classe de compostos
provém das modificagdes por hidroxilagdo, metilacdo, prenilacdo, glicosilacdo ou
acilacdo dos hidroxilos (Ferreira et al., 1997). Os flavonoides agliconas dividem-se em
flavonas (Figura 3), flavonois, flavanonas e flavandis (Figura 4), dependendo da
presenca de uma ligacdo dupla entre C, e C3e de um grupo hidroxilo na posicédo 3, de
uma dupla ligagdo em C, um grupo hidroxilo no Cs3, e a combinagdo do carbonilo em
C4 com o grupo hidroxilo no Cs, respetivamente (Ryan et al., 2002; Bendini et al.,
2007).
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Classe Compostos fendlicos Estrutura quimica

OH

OH
Luteolina = O OI O

Luteolina 7-O-glucdésido

Luteolina 4’-O-glucosido

Flavonéides
Flavonas

Apigenina

Apigenina 7-O-glucésido

OH

Diosmetina

Figura 3 — Flavonas presentes nas folhas de oliveira.

As folhas de oliveira possuem uma grande quantidade de flavonoides, destacando-
se maioritariamente as flavonas luteolina e seus derivados O-glucosilados luteolina 7-O-
glucésido e luteolina 4’- O-glucdsido, a apigenina e seus derivados apigenina 7-O-
glucésido e apigenina 7-O-rutinésido e, com menos frequéncia a diosmetina. A
quercetina, quercitrina ou quercetina-3-O-ramndsido e a rutina ou quercetina 3-O-
rutinosido sdo flavondis citados nas folhas de oliveira, enquanto que a hesperidina e a
hesperitina séo as flavanonas descritas na folha de oliveira (Figura 4) (Benavente-
Garcia et al., 2000; Ryan et al., 2002).
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Classe Compostos fendlicos Estrutura quimica

Quercetina

Flavonois Quercitrina ou
Quercetina-3-O-ramnosido

Flavonoides Rutina ou
Quercetina-O-rutindsido

Hesperidina

Flavanonas

Hesperitina

Figura 4 — Flavondis e flavanonas presentes nas folhas de oliveira.

2.2.1.3. Secoiriddides

Os compostos fenolicos (Figura 5) classificados como secoiriddides resultam do
metabolismo secundario dos monoterpenos, e estdo presentes apenas nas plantas da
familia das Oleaceae. Normalmente derivados dos oleosideos caracterizam-se pela
presenca de acido elendlico (ou um seu derivado) na sua estrutura e sdo 0s compostos
mais abundantes na folha de oliveira (Soler-Rivas et al., 2000).
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Secoiriddides

- Estrutura quimica
fendlicos

Oleuropeina

- - z o
Dimetiloleuropeina - %COOH
Ho'éo |
Oleuropeina aglicona %COOME
]
HO™ "0

Secoiriddides fendlicos

P e
Oleosido !
=
CHOH
o_ 2 OH
OH
HO
Oleurosido
Hy
. ; - Z t [+]
Ligstrésido

HO"IN, “oH
H

Figura 5 — Secoiridéides fendélicos presentes nas folhas de oliveira.

O principal secoiridoide presente na folha é a oleuropeina (Figura 5) (El e
Karakaya, 2009), podendo alcancar concentragdes de 60-90 mg/g por matéria seca de
folhas, surgindo por vezes outros secoiridoides derivados da oleuropeina como a
dimetiloleuropeina. Por ndo se encontrar presente em todas as cultivares, 0 composto
demetiloleuropeina pode ser indicado como um marcador quimico (Esti et al., 1998;
Charoenprasert e Mitchell, 2012). Os secoiriddides fenolicos ligstrésido e oleosido,

também se encontram presentes, em niveis consideraveis, nas folhas de oliveira.
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2.2.1.4. Alcoois fendlicos
Os élcoois fenodlicos, como o tirosol (p -hidroxifeniletanol ou p-HPEA) e o
hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol ou 3,4-DHPEA) (Figura 6), também podem

ocorrer como derivados da degradacao da oleuropeina (Micol et al., 2005).

Compostos .
- Estrutur imi
fendlicos strutura quimica
Hidroxitirosol ”Z:@/\/’”
H
Alcoois fendlicos
HO
Tirosol
OH

Figura 6 — Alcoois fendlicos presentes nas folhas de oliveira.

2.2.2. Atividade antioxidante dos compostos fendlicos

Uma das propriedades de maior interesse dos compostos fendlicos € a sua
atividade antioxidante, comprovada por diversos métodos e estudos. Esta capacidade
antioxidante advém do fato de serem capazes de retardar ou mesmo inibir a oxidagéo de
lipidos ou outras moléculas oxidaveis, evitando o inicio ou propagacdo das reaces em
cadeia de oxidacgdo (MacDonald-Wicks et al., 2006; Xu, 2012). Estes compostos inibem
a formacdo de radicais livres, eliminando radicais importantes, através da doacdo de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (Soares,
2002; Xu, 2012). Os radicais livres, geralmente denominados de espécies reativas de
oxigenio (ROS) sdo produzidos durante o mecanismo celular. As ROS s&o moléculas
quimicamente reativas e instaveis, tendo a capacidade de reagir com um grande numero
de compostos que estejam préoximos (Aruoma, 1996; Giilcin, 2007). Sdo derivadas da
reducdo sucessiva de oxigénio molecular para H,O. Incluem radicais livres como é o
caso do anido radical superoxido (O;"), do radical hidroxilo (HO"), do peroxido de
hidrogénio (H,0,) e também do oxigénio singleto (*O,) (Aruoma, 1996).

Sendo a producdo de espécies reativas de oxigenio uma consequéncia natural do

metabolismo aerdbio, quando presentes em baixas concentragdes, podem ser benéficas
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para as células (Laguerre et al., 2007), pois sdo responsaveis pelo transporte de eletrbes
na cadeia respiratoria, atuando como moléculas sinalizadoras (Dowling e Simmons,
2009). No entanto, passam a ter um efeito prejudicial para o organismo quando ocorre
um aumento excessivo na sua producdo e quando had diminuicdo de agentes
antioxidantes. Este desequilibrio causa o denominado stress oxidativo (Laguerre et al.,
2007). O stress oxidativo é assim definido como um desequilibrio entre os sistemas
oxidantes e antioxidantes, a favor dos oxidantes.

O efeito prejudicial derivado da producéo excessiva de ROS resulta na lesdo de
biomoléculas celulares, tais como proteinas, hidratos de carbono, acidos nucleicos e
lipidos causando dano celular e tecidual (Aruoma,1996). A producédo incontrolavel de
ROS representa uma responsabilidade acrescida relacionada com a maioria dos
principais problemas de salde do mundo industrializado, nomeadamente tumores
(cancro da prostata e do colon) e doencas coronarias, estando também relacionados com
o envelhecimento do corpo (Briante et al., 2002).

Vaérios estudos tém demonstrado que, consumidas na dieta diaria, as substancias
antioxidantes podem resultar numa acdo protetora eficaz na reducdo dos processos
oxidativos. Devido ao crescente interesse pelos produtos de origem natural, os
antioxidantes naturais das plantas e a sua importancia na medicina, nutri¢cdo e inddstria
alimentar, tém recebido muita atencdo da parte da comunidade cientifica. Foi também
demonstrado que as plantas contém varios compostos antioxidantes naturais, tais como
vitaminas (E e C), pigmentos naturais (carotenoides), enzimas (catalase e superéxido
dismutase, entre outras) e compostos fendlicos (Floch et al., 1998; Soni et al., 2006;
Laguerre et al., 2007).

Dentro destes compostos antioxidantes naturais, deve-se dar destaque aos
compostos fenolicos, uma vez que sdo substancias biologicamente ativas (Zheng e
Wang, 2001), abundantemente presentes na dieta humana (Abdel-Hameed, 2009).
Apresentam efeitos autoprotetivos, contribuindo para prevenir o stress oxidativo,
reduzindo o risco de contrair doencgas coronarias e alguns tipos de cancro, uma vez que
impede a peroxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade e dos lipidos em geral,
inibindo também as enzimas envolvidas nos processos inflamatorios (Rice-Evans et al.,
1996). Além disso, como referido anteriormente, os compostos fenolicos possuem
atividades antibioticas, anti-alergénicas e anti-inflamatorias (Tapiero et al., 2002;
Manach et al., 2006), estando as atividades bioldgicas da folha de oliveira ligadas a

presenca destes compostos (Bao et al., 2007).
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2.3. A folha da oliveira e potencial para o uso na industria agroalimentar

Na regido mediterrdnica, uma das principais fontes de subprodutos
agroalimentares € a industria da oliveira e do azeite (Peralbo-Molina e Castro, 2013).
Nesta industria sdo gerados diversos tipos de subprodutos: as aguas-rucas, a massa de
azeitona, e as folhas. Como referido anteriormente, estas podem representar entre 5% e
10% do peso de azeitona a entrada do lagar. Assim, e de modo a reduzir custos,
aumentando a sustentabilidade da atividade do sector olivicola, estes subprodutos
deverdo ser valorizados. Por um lado, uma utilizacdo comum das folhas da oliveira é o
seu uso como alimento para animais (Altiok et al., 2008; Ahmad-Qasem et al., 2013a),
por outro lado, devido a sua composic¢do, da qual se destaca a presenca em oleuropeina
e em hidroxitirosol (Micol et al., 2005), as folhas de oliveira ttm chamado a si algum
interesse de forma a serem usadas com fonte de compostos bioativos.

Aliando este fator ao interesse consideravel, principalmente da inddstria
alimentar, na procura antioxidantes naturais, com propriedades funcionais, capazes de
manter ou melhorar a qualidade dos géneros alimenticios (Siger et al., 2012), reduzindo
0 uso de antioxidantes sintéticos, aos quais tém sido atribuidas propriedades tdxicas e
carcinogeénicas (Prasad et al., 2009; Sasaki et al., 2002), as folhas poderdo ser vistas
como uma boa fonte de compostos de interesse para a inddstria agroalimentar.

Neste sentido, 0 uso de compostos proveniente de origens vegetais, de modo a
reduzir ou eliminar a oxidacdo lipidica que ocorre nos alimentos € uma das mais

promissoras formas de valorizacéo de residuos.

2.4. Oxidacao lipidica

Os processos de oxidacdo lipidica em éleos, gorduras e alimentos gordurosos sdo
uma das principais causas da reducdo do tempo de vida de prateleira dos géneros
alimenticios industrializados bem como dos produtos que a partir deles sdo formulados
(alimentos, medicamentos, cosméticos) (Rodrigues et al., 2005). Torna-se pois
necessario o conhecimento e a compreensdo dos mecanismos de reacdo destes
processos, bem como as suas formas de controlo uma vez que sdo de extrema
importancia econdémica na industria alimentar.

As propriedades organolépticas, nomeadamente a cor, o flavor, a textura,
associadas a qualidade de um produto, e extremamente valorizadas pelo consumidor,
estdo ligadas aos lipidos presentes no alimento. Estes conferem também valor nutritivo

ao alimento, nomeadamente através de acidos gordos essenciais (acidos linoléico,
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linolénico) e vitaminas (A, D, E) (St. Angelo, 1996; Rodrigues et al., 2005). Os lipidos
sdo constituidos por monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos, &cidos gordos
livres, glicolipidos, fosfolipidos, esterdis e outras substancias. Entre estas substancias,
0s acidos gordos insaturados s@o as estruturas mais susceptiveis a oxidacéo (Sims et al,
1980; Hamilton et al, 1983; Berset e Cuvelier 1996).

A oxidacao lipidica representa a principal causa da deterioracdo de lipidos e
matérias gordas, ocorrendo durante o processamento, distribuicdo e armazenamento dos
alimentos. E responsavel pelo desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis
(caracteristicos do rango), bem como pelas modificacdes do flavor original do alimento,
tornando os alimentos improprios para o consumo e levando a rejeicdo ou depreciacao
do género alimenticio por parte do consumidor e do transformador industrial. A
oxidacdo lipidica provoca também outras alteraces que, além de afetarem a perda de
qualidade nutricional do alimento, devido a degradacédo de acidos gordos essenciais e de
vitaminas lipossollveis, também afetam a integridade e a seguranca alimentar, através
da formac&o de compostos potencialmente toxicos (Kubow, 1993; Silva et al., 1999).

Os diferentes fendmenos de oxidacdo de lipidos estdo relacionados com o tipo de
estrutura lipidica e 0 meio onde esta se encontra, sendo influenciados por fatores como a
natureza e 0 numero de insaturacGes presentes, a atividade da agua, a presenca de
oxigenio, a exposicdo a luz e ao calor, a presenga de pro-oxidantes ou de antioxidantes,
sdo determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidos (Frankel et al. 1994; Berset e
Cuvelier, 1996)

Assim sendo, os lipidos podem sofrer oxidacdo de diversas formas: reacdes
hidroliticas, oxidacdo enzimatica, foto-oxidacao e auto-oxidacao.

2.4.1. Reacdes hidroliticas

As reacles hidroliticas ocorrem na presenca de humidade. As reacBes sao
catalisadas atraveés das enzimas lipases presentes nos alimentos, com formacdo de
acidos gordos livres. As reagdes hidroliticas também ocorrem por via “ndo enzimatica”,
em processos de fritura, onde se verificam a producdo de &cidos gordos livres a altas

temperaturas (Barrera-Arellano, 1993).
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2.4.2. Oxidagao enzimatica

A oxidagdo por via enzimatica ocorre pela agdo da enzima lipoxigenase. Estas
enzimas atuam sobre os &cidos gordos polinsaturados (acido linolénico e linoleico),
catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada polinsaturada. Como
resultado surgem a formacdo de peroxidos e hidroperéxidos com ligacdes duplas
conjugadas que se podem envolver em Vvérias reacdes de degradacdo (Halliwell et al.
1995; Silva et al., 1999).

2.4.3. Foto-oxidacgao

O efeito fotoquimico direto da luz (radiacdo UV) nos acidos gordos da-se com a
presenca de foto-sensibilizadores (clorofila, riboflavina, mioglobina). Estes absorvem
intensamente a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel,
acumulando a energia e transferindo-a posteriormente para o oxigénio tripleto (30.), que
passa para o estado singleto (*O,) (Berger e Hamilton, 1995). O oxigénio singleto, mais
reativo e menos estavel que o tripleto, reage com os &cidos gordos insaturados. O
mecanismo envolve reacdes diretas do oxigénio singleto com as ligacdes duplas
existentes nos acidos gordos insaturados, resultando na formacdo de hidroperdxidos,
diferentes dos que observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, que rapidamente
se decompBem originando compostos indesejaveis, como é o caso de aldeidos, alcoois e
hidrocarbonetos (Hamilton et al., 1983; Jadhav et al., 1996).

2.4.4. Auto-oxidagao

O principal mecanismo de oxidacdo dos 6leos e gorduras € a auto-oxidacdo
(Berger e Hamilton, 1995). Trata-se de um mecanismo complexo, associado a reacdo do
oxigénio com acidos gordos insaturados, que ocorre em trés etapas ou fases (Farmer et
al., 1942), descritas resumidamente de seguida:

Iniciacdo: ocorre a formacdo de radicais livres do &cido gordo (RH), devido a
remocgdo de um hidrogénio (H®) do carbono alilico na molécula do é&cido gordo, em
condicOes favoraveis de luz e calor. O radical livre (R®) é altamente instavel e reativo,
podendo interagir com outros constituintes dos alimentos, alterando a sua qualidade

nutricional.

RH — R*+H*
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Propagacdo: aparecimento dos produtos primarios de oxidacdo (perdéxidos e
hidroperdxidos), devido a conversdo dos radicais livres (suscetiveis ao ataque do
oxigénio atmosférico) em outros radicais, cuja estrutura depende da natureza dos &cidos
gordos presentes. Os perdxidos (ROO®) e hidroperéxidos (ROOH) sdo instaveis e
decompbem-se em aldeidos, alcoois, acidos, sendo responsaveis por fenémenos como o
rango. Os radicais livres formados atuam como propagadores da reacdo com 0 O,
gerando um radical peroxido.

R®+ 0,— ROO*
ROO®*+RH — ROOH +R*

Terminacdo: Dois radicais livres formados reagem entre si, formando produtos
estaveis, ou seja, 0s produtos secundarios da oxidagdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos

perdxidos (epoxidos, compostos volateis e ndo volateis).

ROO®* + R®* — ROOR
ROO® + ROO®* — ROOR + O,

R*+R* >R

2.5. Antioxidantes e oxidacao lipidica

De forma a evitar a auto-oxidacdo de 6leos e gorduras e assim aumentar a
estabilidade oxidativa destes, ha a necessidade de se diminuirem todos os fatores que a
favorecem (presenca de luz, temperatura, oxigénio) e que sdo responsaveis pela
formacédo de radicais livres (Jorge e Gongalves, 1998).

Das diferentes formas de aumentar a estabilidade oxidativa de éleos e gorduras
destacam-se 0 uso de antioxidantes, a diminui¢do do contetdo em acido linolénico e a
hidrogenacéo.

A adicdo de compostos antioxidantes sintéticos aos alimentos € uma préatica
corrente no seu fabrico, mas devido a efeitos indesejaveis na salde humana, causada por
estes, surgiu a necessidade de pesquisa e estudo de novos compostos naturais. Para estes
serem passiveis de uso na industria alimentar, ttém de apresentar algumas caracteristicas,

nomeadamente baixo custo de obtencdo, eficacia a baixas concentragoes,
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compatibilidade com o alimento, facilidade de emprego, eficécia, termo-resisténcia,
caracteristicas organoléticas agradaveis e auséncia reconhecida de toxicidade (Moreira e
Mancini-Filho, 2004).

2.6. Manteiga e margarina

A manteiga ¢ definida, na legislagdao portuguesa, como “o produto butiroso obtido
exclusivamente do leite de vaca ou da sua nata, apresentando-se sob a forma de uma
emulsdo solida e maledvel ”, segundo o n°1 do Artigo 2°, da Portaria 110/88 de 15 de
Fevereiro. E um produto de origem animal, portanto, tem na sua composi¢do
predominantemente gorduras saturadas (Quadro 1), que, em excesso, sao prejudiciais a
salde. Por outro lado, a margarina é definida na alinea c), do artigo 2°, da Portaria
947/98 de 3 de Novembro como o “produto obtido a partir de gorduras e 6leos vegetais
e ou animais, com um teor minimo de matérias gordas de 80% e inferior a 90%, com
consisténcias varidveis, consoante o fim a que se destinam”, sendo um produto de

origem vegetal, rica em acidos gordos mono- e polinsaturados (Quadro 1).
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Quadro 1 — Composicéo nutricional de manteiga com sal e margarina (valores por 100 g de

parte edivel). Adaptado de Tabela da composicdo de alimentos — INSA, 2014,

Componentes Manteiga com sal  Margarina
Energia Energia (kcal/kJ) 739/ 3093 524/ 2190
Agua (g) 16,0 16,0
) Proteina (Q) 0,1 0,1
Macronutrientes
Gordura Total (g) 81,8 80,0
Total Hidratos de carbono disponiveis (g) 0,7 0,4
Acidos gordos saturados (g) 46,3 40,2
Acidos gordos monoinsaturados (g) 18,9 17,2
Acidos gordos  Acidos gordos polinsaturados (g) 2,4 22,3
Acidos gordos trans (g) 3,3 0
Acido linoléico (g) 2,0 20,1
Colesterol Colesterol (mg) 230 2
zllllrt?gg]eaeéllf\:[:{ente a ug de retinol) 565 600
Caroteno (ug) 45 400
Vitaminas  vsitamina D (ug) 0,74 02
a-Tocoferol (mQ) 2,0 18
Riboflavina (mg) 0,020 0
Sédio (mg) 751 1200
Potéassio (mg) 15 6
Calcio (mg) 15 3
Minerais Faosforo (mg) 24 6
Magnésio (mg) 2,0 1
Ferro (mg) 0,2 0,3
Zinco (mg) 0,1 0,1
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Avaliacdo da atividade antioxidante de folhas de diferentes cultivares de
oliveira
3.1.1. Amostras

No presente trabalho foram utilizadas amostras de folhas de oliveira, Olea
europaea L., das cultivares Arbequina, Cobrancosa, Galega vulgar e Picual. As
amostras foram recolhidas em olivais na regido de Beja em meados do més de julho. De
cada cultivar, selecionaram-se aleatoriamente 10 arvores onde foram recolhidos ramos
de cerca de 30 cm de comprimento e 2 anos de idade, que foram transportados para
laboratério no mais curto espaco de tempo. Em laboratdrio, foram retiradas as folhas
dos ramos, desprezando as das extremidades, por ndo estarem completamente formadas,
as mal formadas e as que apresentavam sintomas de ataque de pragas ou doencas.
Posteriormente procedeu-se a secagem das folhas, a temperatura ambiente e a sombra.
Apdbs secagem as amostras foram embaladas em sacos plasticos e mantidas no escuro

até posterior utilizagéo.

ULLTL

Figura 7 — Folhas de oliveira de diferentes cultivares de oliveira: Arbequina (A), Cobrancosa
(B), Galega vulgar (C) e Picual (D).

3.1.2. Preparagéo dos extratos de folhas de oliveira

Para a determinacéo da atividade antioxidante das folhas de diferentes cultivares
de oliveira procedeu-se a preparacdo de extratos. De cada uma das amostras foram
retiradas 20g de folhas que foram trituradas (< 20 mesh) e colocadas em tubos de
Falcon etiquetados e armazenados num local escuro e seco (exsicador). Para a
preparacdo dos extratos pesaram-se cerca de 1,5g de pd de cada amostra, numa balanca
eletronica modelo Acculab ALC-210.4, que foi dissolvido em 25 mL de metanol e
extraido durante 30 minutos. Posteriormente foi filtrado com papel de filtro Whatman
no. 4 para um baldo de evaporador, previamente pesado. Recolheu-se o residuo do papel
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de filtro, juntou-se novamente 25 mL de metanol e voltou-se a extrair. A operacéo foi
repetida mais uma vez. Levou-se o0 baldo ao evaporador rotativo (Stuart RE 3000), com
temperatura do banho de 40°C, evaporando-se a maior quantidade possivel de metanol.
Seguidamente transferiu-se o baldo para a estufa a fim de evaporar o restante metanol.
Apbs terem arrefecido, os extratos foram dissolvidos em agua destilada para obter uma
concentracdo de 50 mg/mL. A partir da concentragcdo obtida, prepararam-se diferentes
concentragdes variando entre 0,01 e 5 mg/mL.

3.1.3. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante das amostras foi avaliada através dos seguintes métodos:
avaliacdo do efeito blogueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo), avaliacdo do poder redutor e quantificagdo de fendis totais.

3.1.3.1. Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
Para avaliar a capacidade para bloguear radicais de DPPH dos extratos de folhas
da oliveira, foi usado o método descrito por Hatano et al. (1988). Para isso, foram
misturados 0,3 mL de solucdes de vérias concentracdes de extrato com 2,7 mL de
solucdo metanolica (6 x 10-5 mol/L) de DPPH (Alfa Aesar). ApdGs agitacdo vigorosa
desta mistura, colocou-se, durante 60 minutos, no escuro a temperatura ambiente, até se
obterem valores estaveis de absorvancia. A capacidade bloqueadora dos radicais foi
medida através de leitura espectrofotométrica da absorvancia da mistura a 517nm,
apresentando-se os resultados em percentagem da descoloracdo do DPPH, calculada

através da seguinte equacéo:

% Efeito bloqueador = [(ApppH-Aa)/Apppr] % 100

em que os valores de Aa correspondem a absorvancia da solugcdo com extrato da
amostra e os valores de Apppy a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo
correspondente a 50% de inibigdo (ECsp) foi calculada a partir da representacdo grafica

da percentagem do efeito bloqueador em funcdo da concentragédo de extrato.

3.1.3.2. Determinacéo do poder redutor
Para a avaliagdo do poder redutor dos extratos, foi seguido a metodologia descrita
por Berker et al. (2007). Assim, 1mL de solucdo de extrato, a varias concentragdes, foi

misturada com 2,5mL de tampé&o de fosfato de sodio (Sigma Chemical Co.) 0,2M com

30



pH 6,6 e com 2,5mL de solucéo de ferricianeto de potassio a 1% (Sigma Chemical Co.).
Esta mistura foi agitada e colocada em banho-maria, a 50°C, durante 20 minutos. Apds
arrefecimento, adicionaram-se 2,5mL de &cido tricloroacético a 10% (m/v) (Sigma
Chemical Co.), agitando vigorosamente. Retiraram-se 2,5mL de sobrenadante
resultante, adicionando-se a estes 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de 0,1% de cloreto
de ferro (111) (Sigma Chemical Co.). A capacidade redutora dos extratos foi avaliada
pela leitura da absorvancia a 700nm, no espectrofotdbmetro de ultravioleta e visivel
(Genesys™ 10 UV).

Neste ensaio, um aumento na absorvancia indica um maior poder redutor das
amostras. A cor amarela da solucdo inicial muda para véarios tons de verde e azul,
dependendo do poder redutor de cada extrato (Alasalvar et al., 2006), devido a presenca
de agentes com capacidade redutora (antioxidantes), que provocam a reducdo do
complexo Fe**/ferricianeto a uma forma ferrosa, com coloragdo azul “Perl’s Prussian”
(Ferreira et al., 2007). A concentragdo de extrato correspondente a 0,5 de absorvéncia
(ECsp) foi calculada a partir da representacdo gréfica da absorvancia registada a 700 nm

em funcdo da concentracao de extrato correspondente.

3.1.3.3. Quantificacdo dos fendis totais

A quantificacdo do teor em fendis totais foi efetuada seguindo o método de
Singleton e Rossi (1965), com algumas modificagdes. Assim, a 1mL de solugdo de
extrato, a varias concentracdes, adicionou-se 1mL de reagente de Folin e Ciocalteu,
agitando-se, deixando depois reagir durante 3 minutos. Apds este tempo, adicionou-se
1mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (Na,COs3) e 7 mL de agua destilada,
agitando-se. Esta reacdo foi colocada no escuro e deixada a reagir durante 90 minutos,
lendo-se depois a absorvancia a 725 nm. Usou-se o cido cafeico para calcular a curva
de calibracdo. Os resultados sdo assim expressos em miligramas de Equivalente de

acido cafeico por grama de extrato.
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3.2. Influéncia da adicéo de extratos de folhas de oliveira no processo oxidativo de

manteiga e margarina

3.2.1. Caracterizacao das matérias-primas

Para as amostras de manteiga foi escolhida a marca comercial “Manteiga dos
Acores Pingo Doce”, com lote L24412. Relativamente a margarina, foi escolhida a
marca comercial “Planta” com lote L424900098 (Figura 8). Foram ambas adquiridas
numa grande superficie comercial de Braganca. Nesta fase do trabalho foram utilizados
extratos aquosos (3.2.2) da cultivar Arbequina, por terem sido os extratos desta cultivar
0s que apresentaram melhores resultados em trés dos quatro parametros avaliados
(Quadro 2).

Ly
Planta

Figura 8 - Apresentacdo comercial de Manteiga dos Acores (A) e de Margarina Planta (B).

3.2.2. Caraterizacao fitoquimica das folhas de oliveira recorrendo a Ressonancia
Magnética Nuclear de Protdo (RMN *H)

Os extratos foram redissolvidos em agua deuterada e os seus espectros de RMN
'H foram obtidos utilizando um Espectrémetro Bruker Avance Il 600MHz (a 14,1 T, 25
°C), operando com uma sonda QXI de 5 mm equipada com um gradiente em z (Bruker
BioSpin, Karlsruhe, Alemanha), de acordo com Dias et al. (2014). Os espectros de
RMN *H (com supresséo do solvente) foram adquiridos com uma largura de varrimento
de 6 kHz, utilizando um tempo de espera de 14 segundos para permitir o relaxamento
total do protdo, uma pré-saturacdo da &gua de 3 segundos, um angulo de pulso de 45°,
um tempo de aquisicdo de 3,5 segundos e, pelo menos, 128 scans. Antes da
transformada de Fourier, cada decaimento do sinal foi multiplicado por 0,2 Hz
lorentziano. O fumarato de sédio (2 mM) foi utilizado como padréo interno (6,5 ppm)
para identificar os seguintes compostos (multipleto, 5, ppm): a-glucose (dupleto, 5,22);

sacarose (dupleto, 5,4); oleuropeina (singleto, 5,77); luteolina-4’-O-glucosido (dupleto,
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6,0); luteolina (singleto, 6,37); hidroxitirosol acetato (dupleto, 6,75); hidroxitirosol
(dupleto, 6,81); luteolina-7-O-glucésido (singleto, 7,44). As areas relativas das
ressonancias de protdo foram quantificadas usando uma curva de ajuste fornecida pelo
programa de analise de RMN NUTSpro (Acorn RMN, Inc, Fremont, CA).

3.2.3. Preparacéo dos extratos de folhas de oliveira

Os extratos aquosos das amostras foram preparados pesando cerca de 5,0 g de p6
de amostra, numa balanca eletronica modelo Acculab ALC-210.4. Posteriormente foi
dissolvido em 250 mL de &gua destilada. As amostras foram levadas a ebuli¢do, numa
placa de aquecimento durante 45 minutos, sendo filtradas, usando papel de filtro

Whatman no. 4. Apos arrefecidos, os extratos aquosos foram congelados e liofilizados.

3.2.4. Preparacdo das amostras de manteiga e margarina com adi¢cao de extratos
de folhas de oliveira

Pesaram-se 175g de amostra (manteiga ou margarina) para um copo de vidro de
250 mL. Aqueceram-se em banho-maria, 30°C, durante 5 minutos, de forma a conseguir
trabalhar a amostra mais facilmente. Misturou-se o extrato, homogeneizando
cuidadosamente a mistura, com ajuda de uma vareta de vidro, de modo a obter uma
concentracdo 0,1 mg de extrato/g de amostra. Distribuiram-se 35g de amostra com
extrato para cada uma de cinco placas de Petri plasticas, de 9 cm de diametro,
devidamente identificadas. Repetiu-se 0 procedimento para as concentra¢fes de 0,25
mg/g, 0,5mg/g e 1 mg/g de extrato. O ensaio controlo foi efetuado com as amostras sem
adicéo de extrato.

3.2.5. Condicdes de oxidacéo

As placas contendo as amostras de manteiga e margarina foram expostas a
condicdes de oxidacao, colocando as placas expostas a luz e sem tampa, de modo a
permitir a permitir a ocorréncia de oxidacdo acelerada pelo efeito sinérgico da luz e da
exposicdo ao oxigenio. De modo a garantir um efeito uniforme sobre as amostras, a
manteiga/margarina presente em cada placa foi homogeneizada diariamente. Para cada
uma das matrizes trabalhadas (manteiga e margarina), e para cada uma das placas, foi
avaliada o efeito da adicdo de extrato na cor, no teor em fenois totais e na atividade

antioxidante.
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3.2.6. Determinacéao da cor

Para a determinacdo deste pardametro nas amostras, usou-se um colorimetro
Minolta CR-400. Os resultados foram expressos nos modos CIELAB e Hunter,
avaliando-se as coordenadas tricromaticas L*, a* e b*, no modo CIELAB, e L,aeb, no
modo Hunter. Previamente a qualquer leitura, o colorimetro foi calibrado usando um
padrdo branco de referéncia. A coordenada L/L* refere-se a luminosidade da amostra
(negro-0 a branco-100), enquanto a/a* representa a coordenada que reflete o grau de
aproximacdo a cor vermelha, quando positivo, ou verde, quando negativo, e a
coordenada b/b* descreve a cor amarela, quando positiva e azul quando negativa.

Para a determinagéo da cor, foram efetuadas leituras em triplicado, em cada uma
das cinco placas correspondentes a cada concentracdo de extrato adicionado e ao ensaio
controlo, selecionando ao acaso o local onde se colocaria o colorimetro. As placas, a
diferentes concentracdes de extrato e amostra, foram mantidas na luz a temperatura
ambiente, determinando-se a cor no inicio do ensaio, 5° dia e 10° dia de ensaio.

Nas amostras foi também avaliada a variacdo de cor (AE), comparando as
coordenadas CIELAB L*, a*,e b*, entre o ensaio controlo (sem adicdo de extrato) e as

amostras contendo extrato, recorrendo a formula descrita por Hunter (1973),

AE = [(AL)? + (Aa™)? + (Ab*)?]2

onde AL*= Leontrolo—Lamostra ; A2 =acontrolo—8amostra ; AD = Deontrolo—Damostra-

Calculou-se também o indice de Amarelecimento (Y1), de acordo com Francis e
Clydesdale (1975):
YI=142.86b7/L"

3.2.7. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras foi analisada através dos seguintes
métodos: avaliacdo do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), efeito sequestrante do radical Acido 2,2'-Azinobis-3-etilbenzotiozolino-

6-sulfonico (ABTSe+) e quantificacdo de fendis totais.
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3.2.7.1. Preparacao dos extratos para avaliacdo da atividade antioxidante

Para a preparagdo dos extratos usados na avaliacdo da atividade antioxidante,
pesaram-se 5 g de amostra, que foram dissolvidos em 2,5 mL de n-hexano e extraidos
trés vezes por centrifugacdes de 5 minutos a 5000 rpm, com a adi¢éo de 2,5 mL de uma
mistura de 60% de metanol e 40% de agua (v/v). Os trés extratos eram combinados,

num novo tubo, e usados posteriormente.

3.2.7.2. Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

O estudo da capacidade blogueadora de radicais livres de DPPH, usando extratos
de manteiga e margarina, com ou sem adi¢cdo de extrato, foi feito seguindo a
metodologia de Valavanidis et al. (2004), com ligeira modificagcdo. Assim, 0,5 mL de
amostra foram adicionados a 3 mL de uma solucdo metandlica (1x10* M) de DPPH.
Esta mistura foi agitada, deixada a reagir no escuro durante 20 minutos, lendo-se
posteriormente a absorvancia a 515 nm. Os resultados sdo apresentados em percentagem

da descoloracdo do DPPH, calculada através da seguinte equacao:

% Efeito bloqueador = [(Apppu-Aa)/Apppr] % 100

em que os valores de Aa correspondem a absorvancia da solu¢do com extrato da

amostra e os valores de Apppy @ absorvancia da solugdo de DPPH.

3.2.7.3. Efeito sequestrante do radical Acido 2,2'-Azinobis-3-etilbenzotiozolino-6-
sulfonico (ABTSe+)

A avaliacdo do efeito sequestrante do radical ABTS foi realizada seguindo a
metodologia de Re et al. (1999). Assim, preparou-se uma solucdo de radical ABTS a
7mM, enriquecida com persulfato de potassio (K.S,0g) (140mM), a qual foi deixada a
reagir, no escuro, & temperatura ambiente, durante 12 a 14 horas. A preparacdo da
solucdo de trabalho foi efetuada, dissolvendo uma aliquota da solucdo anterior em
etanol, até a obtencdo de uma absorvancia de 0,70 £ 0,02, lida a A = 734nm. As reacdes
para avaliacdo da atividade sequestrante foram realizadas diretamente na cuvete de
quartzo, adicionando 2mL de ABTSe+ (Branco) a 100uL de amostra ou padrdo

(Trolox). Os resultados sdo expressos em pmoL Trolox/mL, tendo-se para isso realizado
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previamente um ensaio para a construcdo de uma reta de calibracdo com Trolox. As

leituras foram efetuadas num espectrofotometro UV/Visivel modelo Genesys™10 UV.

3.2.7.4. Quantificacao dos fendis totais

A quantificacdo do teor em fenois totais foi efetuada seguindo o método de
Capannesi et al. (2000), com algumas modificacdes. Adicionou-se a ImL de extrato, 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteau e 1 mL de uma solucdo de carbonato de sédio
(7,5%), perfazendo-se o volume até 10 mL com &gua desionizada. Esta mistura foi
agitada, e refrigerada durante a noite (£12horas), seguindo-se uma centrifugacdo. A
absorvancia do sobrenadante foi lida a 765nm, sendo os resultados expressos em mg
equivalentes de &cido cafeico/kg amostra, tendo sido preparada anteriormente uma reta
de calibracdo, seguindo a mesma metodologia, com solugdes-padrdo com concentragdes
compreendidas entre 0,005 a 0,2 mg/mL.

3.3. Analise estatistica

Para a determinacdo da atividade antioxidante das folhas foram feitas trés
extracdes independentes, procedendo-se em cada uma das extracBes a leitura em
triplicado. Na avaliacdo da adicdo dos extratos a manteiga e margarina, cada uma das
placas funcionou como repeticdo independente, tendo-se procedido a avaliacdo dos
diferentes parametros em triplicado. Os resultados apresentados sdo as médias e o seu

desvio-padréo, ou erro-padréo, conforme indicacéo.

3.3.1. Analise de Variancia (ANOVA)

Todas as anélises estatisticas foram efetuadas usando o software SPSS, versdo
19,0 (IBM Corporation, New York, EUA). As variaveis dependentes foram analisadas
recorrendo a ANOVA one-way, com correcdo de Welch, sempre que 0s pressupostos da
normalidade e homogeneidade de variancias ndo eram cumpridos e, quando estes se
verificavam foi aplicado o teste post-hoc HSD de Tukey. No teste com correcdo de
Welch, sempre que se observou um efeito significativo (p<0,05) recorreu-se ao teste de
Dunnett T3’s. O pressuposto da distribuicdo normal foi avaliado com recurso aos testes
Shapiro-Wilk, pois o nimero de amostras era inferior a 50, e para o0 pressuposto da

homogeneidade de variancias este foi avaliado pelo teste de Levene.
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3.3.2. Analise de regressao

A analise de regressdo foi realizada recorrendo ao software Excel da Microsoft
Corporation, para avaliar correlagfes entre teor em fenois totais nas folhas e os valores
de ECsp, do ensaio de DPPH e Poder redutor. Efetuou-se a mesma avaliacéo estatistica,
para encontrar correlacbes entre a adicdo de extrato e o teor em fendis totais das
amostras de manteiga e margarina, entre o teor em fendis totais e os valores de atividade

antioxidante, bem como entre a adigé@o de extrato e os valores de atividade antioxidante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade antioxidante de folhas de cultivares de oliveira

No presente trabalho procedeu-se a determinacdo do teor em fenois totais e
avaliacéo da atividade antioxidante de extratos de diferentes cultivares de oliveira, duas
que serdo as cultivares com maior expressao no territorio nacional, isto é a Galega
vulgar e a Cobrangosa, uma que € a cultivar com maior difusdo a nivel mundial, a Cv.
Picual, e por ultimo, a cultivar mais utilizada em sistemas intensivos de producdo de
oliveira, a Cv. Arbequina. Os resultados obtidos para o rendimento de extragéo, teor em
fendis totais e valores de concentragdo equivalente 50, das diferentes amostras, sdo

apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 — Rendimentos de extra¢do (n=3), teor em fendis totais (mg. de equivalentes de acido
cafeico/g de extrato) e valores de ECso (Mg de extrato/mL) determinados nos ensaios do poder
redutor e do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (n=6) de extratos de folhas de
diferentes cultivares de oliveira (médiatdp).

. Rendimento de Fendis totais ECso ECs0
Cultivar extracdo (%o) (mg/g extrato)  DPPH (mg/mL) Poder redutor
(mg/mL)
Galegavulgar 28,70+£1,28ab  13594+401c 0,204+0,024a 0,271+0,010b
Cobrangosa 27,04 +£0,34b 152,76 £3,44b 0,210+0,027a 0,366 +0,021 a
Picual 28,67 +0,68ab 14758+959b 0,154+0,019b 0,293+0,007 b
Arbequina 30,02+0,17 a 166,45+4,00a 0,164+0,020b  0,240+0,020c
Valor p <0,01” <0,001" <0,001" <0,01”

As médias com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p
<0,05).

*QOs valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apés se ter verificado os
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo
(p <0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Analise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a
homogeneidade de varidncias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste
de Dunnett T3’s.

Para os diferentes parametros avaliados, sdao visiveis diferencas entre as quatro
cultivares testadas. Assim, o rendimento de extragdo mais elevado foi obtido nos
extratos da cv. Arbequina, com 30,02+0,17%, valor este significativamente superior ao
rendimento obtido na cultivar com menor rendimento de extragdo que foi a cv.
Cobrangosa, com 27,04+0,34%. As restantes (Galega vulgar e Picual) apresentaram
valores semelhantes e que ndo diferiram estatisticamente de nenhuma das cultivares

estudadas.
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4.1.1. Quantificacdo do teor em fendis totais

Relativamente ao teor em fendis totais, foi igualmente na cultivar Arbequina
que se obtiveram valores mais elevados (Quadro 2). Para esta cultivar, foram
quantificados, 166,45+4,00 mg de equivalentes de acido cafeico/g de extrato, valores
significativamente superiores aos obtidos nos extratos das restantes cultivares. Seguem-
se as cultivares Cobrancosa (152,76+3,44) e Picual (147,58+9,59), apresentando a
cultivar Galega vulgar o teor mais baixo em fendis totais (135,94+4,01).

Existem diversos autores que efetuaram determinagcfes semelhantes do teor em
fenois totais em folhas de oliveira. Torna-se, dificil fazer comparac6es entre os dados
obtidos e os presentes na bibliografia, uma vez que a grande maioria dos autores usou
como padrdo de comparacdo o acido galico ou &cido tanico, ao contrario do &cido
cafeico. No entanto e, reportando-nos a afirmacao de Silva et al. (2006), que refere que
quer o acido galico, quer o &cido cafeico apresentam respostas semelhantes, usando o
método de Folin-Ciocalteau, o que nos permitira uma comparacdo aproximada de
resultados.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram uma variagdo do teor em
fenois em folhas de oliveira, ja demonstrada em trabalhos anteriores. Assim, varios
autores verificaram diferencas significativas no teor de fendis totais, entre folhas de
oliveira de diferentes cultivares. Os resultados de Scognamiglio et al. (2012), na
avaliacdo da atividade antioxidante de folhas de cultivares italianas de oliveira, indicam
uma variacdo consideravel no teor de fenois totais, variando entre 330 mg de
equivalentes de acido galico (mg GAE) por grama de folha seca, na cultivar Sallela, até
um minimo de 68,4 mg/g de equivalentes de acido galico na cultivar FS-17. Do mesmo
modo, Giannakopoulou et al. (2010), obtiveram também valores de fenois totais
dispares, quando comparando as cultivares ‘Kalamata’ (de 1,92 a 3 mg GAE/g folha
seca) e Konservolia (de 1,9 a 2,51 mg GAE/g folha seca), ou Silva et al. (2006), que
detetaram teores de fendis totais entre 11,6 e 40,1 g de fendis/kg de folhas, dependendo
da cultivar.

Variagdes do teor em fenois totais também podem ser observadas quando se
alteram as condicOes de extracdo. Abaza et al. (2011) refere que a extragdo a frio,
usando &gua destilada, € uma forma de extracdo com pouco rendimento, obtendo teores
em fenois totais correspondendo a apenas 70% (16,52+0,62 mg GAE por grama de

matéria seca) do obtido com extracGes com outros solventes (metanol, etanol e acetona).
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Resultados semelhantes foram apresentados por Kontogianni e Gerothanassis
(2012), quando compararam extracdes efetuadas com cloroférmio ou acetato de etilo,
variando o teor em fenois entre 105,7+12,6 mg GAE/g extrato seco, a 298,2+22,8 mg
GAE/g de extrato seco, respetivamente. No entanto, estes valores referem-se a folhas
secas ao ar, durante uma semana, obtendo-se uma diferenca maior, quando os extratos
foram preparados a partir de folhas seca em estufa. Neste caso, os teores em fendis
totais foram de 68,9+8,6 mg GAE/g extrato seco nos extratos de cloroformio, e de
483,1+29,2 mg GAE/g extrato seco, para 0s extratos de acetato de etilo. De referir que
estes valores ultrapassam, em grande medida, os valores maximos tedricos referidos por
Mylonaki et al. (2008). Estes autores referem um valor maximo de fenois totais de
250,2+76.8 mg GAE/g de matéria seca, extraidas com condi¢fes 6timas para a extracao
de fenois de folhas de oliveira. Outros autores referem valores de fendis totais de 144 g
GAE/kg extrato (mg/g) (Skerget et al., 2005), 160+2,9 mg GAE/100 g extrato seco
(Hayes et al., 2011), de 1,4 a 2,32 g GAE/100g matéria seca (Boudhrioua et al., 2009),
148 mg/g TAE (Lee et al., 2009), 10,11 a 61,66 mg GAE/g folha seca (Bilgin e Sahin,
2013), 5,3+0,056 mg GAE/g extrato a 12,7+0,040 mg GAE/g extrato (Ferreira et al.,
2007).

4.1.2. Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

A avaliacdo da atividade antioxidante, usando um dos métodos mais frequentes, o
efeito bloqueador de radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
demonstrou, mais uma vez, diferencgas significativas entre cultivares (Quadro 1 e Figura
9).
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Figura 9 — Valores do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (%) obtidos para extratos
de folhas de diferentes cultivares de oliveira (médiatdp, n=6).

Apesar de os extratos das quatro cultivares apresentarem comportamento similar
entre si (Figura 9), com uma relagdo concentracdo/atividade, e um aumento significativo
da capacidade bloqueadora de radicais de DPPH até a concentracdo de extrato de 0,5
mg/mL, seguida de uma estabilizacdo/reducdo dessa mesma capacidade, foram
detetadas diferencas significativas (p <0,001) nos valores de ECsy entre cultivares
(Quadro 2). O extrato que apresentou maior efeito bloqueador foi o extrato da cultivar
Picual, com o valor de ECsy mais baixo (0,154 + 0,019 mg extrato/mL). Um valor
semelhante de ECs foi obtido com a cultivar Arbequina (0,164+0,020 mg extrato/mL),
sendo que as restantes cultivares, Galega vulgar e Cobrancosa, apresentaram os valores
mais elevados de ECsp, sendo estes respetivamente 0,204+0,024 e 0,210+0,027 mg
extrato/mL.

Do mesmo modo que se verificam varia¢des do teor em fenois totais, dependendo
da cultivar em estudo e dos métodos de extracdo aplicados, também nos valores de ECsg
a influéncia destes parametros é visivel em varios trabalhos publicados anteriormente.
No entanto, os valores de ECs, referidos na literatura sdo semelhantes aos obtidos no
presente trabalho. Os resultados de Scognamiglio et al. (2012) ilustram bem a influéncia
da cultivar neste parametro, com valores de ECsy a variar entre 36,33 pg/mL, na
cultivar “Rotondella” e 193,3 ug/mL na cultivar FS-17. Outro exemplo para as
variagOes causadas pela cultivar, na atividade antioxidante medida pelo método do

DPPH, é-nos demonstrado pelo trabalho de Giannakopoulou et al. (2010), com as
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cultivares “Kalamata” e “Konservolia”, apesar destes autores ndo terem encontrado
diferencas significativas entre as cultivares.

Quando se efetuam modificacbes nos métodos de extracdo, também se verificam
variacdes nos valores de atividade antioxidante, medidas pelo valor de ECsy do método
de DPPH. No entanto, os valores referidos na bibliografia mantém-se semelhantes aos
do presente trabalho. Assim, valores de ECsy entre 0,17 mg extrato/mL e 0,97 mg
extrato/ml foram obtidos com extracBes usando 80% de metanol e agua destilada a
temperatura ambiente, respetivamente (Abaza et al.,, 2011). Kontogianni e
Gerothanassis (2012) também demonstraram que 0 uso de extratos obtidos com
cloroférmio ou acetato de etilo, usando folhas secas em estufa, resulta também em
valores diferentes de ECsp, variando entre 126,3+9,5 pg/mL, no primeiro caso e a
30,2+3,8 pg/mL, no caso dos extratos de acetato de etilo. Valores semelhantes de
atividade antioxidante foram também reportados por Ferreira et al. (2007), com valores
de ECso que variaram entre 0,91 mg/mL a 2,32 mg/mL, para folhas da cultivar
Cobrangosa, sujeita a diferentes aplicacdes de produtos a base de cobre usados na
protecao contra doencas da oliveira.

No presente trabalho, e contrariamente ao observado em trabalhos de outros
autores, ndo foi estabelecida correlagdo com significado estatistico (p > 0,05) entre o
teor em fendis e a atividade antioxidante, em nenhuma das cultivares em estudo. Como
referido anteriormente, uma maior capacidade bloqueadora de radicais de DPPH foi
obtida quando foram usados extratos da cultivar Picual, que apresentou o valor mais
baixo de ECsy de 0,154+0,019 mg extrato/mL (Quadro 2).

Vaérios autores, como Silva et al. (2006), Ferreira et al. (2007), Lee et al. (2009),
Giannakopoulou et al. (2010), Abaza et al (2011) ou Brahmi et al. (2013), sugerem uma
forte correlacdo negativa entre o teor em fendis totais e os valores de ECsg, no método
da avaliacdo efeito bloqueador de radicais livres de DPPH. Apesar disso, outros
trabalhos referentes a extratos de folha de oliveira ndo obtiveram correlacfes entre o
teor em fendis e efeito blogueador de radicais de DPPH, como apresentado em
Scognamiglio et al. (2012), existindo também na bibliografia outros resultados que
demonstram a ndo existéncia de uma correlagdo entre o teor em fendis totais e 0s
valores de ECs, deste método (Yu et al., 2002; Othman et al., 2007; Reynertson et al.,
2008).
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4.1.3. Determinacéo do Poder redutor

Relativamente ao poder redutor dos extratos das folhas estudadas, verificou-se
uma vez mais uma relacéo entre a concentracao de extrato e a sua atividade antioxidante
(Figura 10 e Quadro 2).
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Figura 10 — Valores de absorvancia a 700 nm determinados no ensaio do poder redutor para
extratos de folhas de diferentes cultivares de oliveira (médiaxdp, n=6).

Observou-se um aumento constante dos valores de absorvancia lidos a 700nm, até
a concentracdo de 2 mg de extrato/mL, momento a partir do qual os valores obtidos
estabilizam. De forma idéntica ao ensaio do radical DPPH, foram também detetadas
diferencas significativas (p <0.01) nos valores de ECs calculados para o poder redutor
(Quadro 2), mas nao correlacdes entre teor de fendis e o poder redutor (p> 0,05).

Assim, os melhores resultados, expressos num valor mais baixo de ECsp, foram
observados quando se usou 0s extratos da cultivar Arbequina (0,240+0,020 mg
extrato/mL), valor significativamente mais baixo do que os obtidos usando folhas das
outras cultivares. As restantes cultivares apresentaram valores superiores de ECsp, sendo
que os extratos das folhas de Galega vulgar e Picual apresentaram valores de ECsg
semelhantes entre si, de 0,271+0,010 e 0,293+£0,007 mg extrato/mL, respetivamente.

Resultados mais baixos foram obtidos quando usados extratos de folhas da
cultivar Cobrancgosa, que necessitavam de uma concentragédo de extrato de 0,366+0,021
mg extrato/mL, para obterem o valor de ECsp.
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Os presentes resultados mostraram ser mais promissores, quando comparados com
alguns existentes na bibliografia. Para extratos de folha da cultivar Cobrangosa, Ferreira
et al. (2007) obtiveram valores de ECs, para o ensaio do poder redutor, variaveis entre
1,17mg/mL e 2,91mg/mL muito superiores aos registados no presente trabalho.

Resultados semelhantes de valores de ECsy, relativamente aos do presente
trabalho, foram obtidos por Orak et al. (2012) os quais indicam valores de 180pg/mL,
mostrando também, mais uma vez, a influéncia da cultivar neste parametro. Outros
autores, apesar de recorrerem a um método de avaliacdo do poder redutor distinto do
realizado neste trabalho, comprovam, através dos seus resultados, a forte capacidade
antioxidante de extratos de folhas de oliveira (Makris et al., 2007; Abaza et al., 2011;
Salah et al., 2012; Ahmad-Qasem et al., 2013a; Ahmad-Qasem et al., 2013b).

4.1.4. Caraterizagao fitoquimica das folhas de oliveira recorrendo 8 RMN *H

O perfil RMN *H do extrato de folhas da cultivar Arbequina caraterizou-se pela
presenca de oito compostos de trés classes diferentes (Figura 11): dois agUcares, a
glucose e a sacarose; um secoiriddide, a oleuropeina; seis compostos fenolicos, a
luteolina-4’-O-glucésido, a luteolina, o hidroxitirosol acetato, o hidroxitirosol e a
luteolina-7-O-glucdésido.
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Figura 11 - Espetro RMN 'H do extrato de folhas da cultivar Arbequina. Oleu — oleuropeina;

Lut-4-Glu - luteolina-4’-O-gluc6sido; Lut — luteolina; Hyd Ace - hidroxitirosol acetato; Hyd —
hidroxitirosol; Lut-7-Glu - luteolina-7-O-glucosido.
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4.2. Influéncia da adicé@o de extratos de folhas de oliveira no processo oxidativo

4.2.1. Quantificacdo dos fendis totais
Apdbs a adicdo do extrato de folha de oliveira, a manteiga e margarina, foram

quantificados os fenois totais (Figura 12).
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Figura 12 — Valores médios do teor em fenodis totais de manteiga (A) e margarina (B), com
adicdo de diferentes concentragdes de extrato de folha de oliveira. Letras diferentes indicam
significancias diferentes (p < 0,05) (médiatdp, n=10).

Relativamente a manteiga, a adicdo de extrato de folha de oliveira mostrou nédo
aumentar significativamente o teor em fenais totais. Assim, na manteiga controlo foram
determinados valores superiores destes compostos (14,85+3,42 mg de equivalentes de
acido cafeico/Kg amostra), mantendo-se em niveis semelhantes quando foi adicionado
extrato. Os valores obtidos com a adicdo de extrato variaram entre 12,08+1,08 e
14,46+2,87 mg de equivalentes de acido cafeico/Kg amostra, nas concentracGes de
extrato de 0,5 e 1 mg extrato/g, respetivamente (Figura 12A). Nao foi detetada qualquer
correlacdo entre a concentracdo de extrato adicionada e o teor em fendis (p = 0,4105).

Os resultados que dizem respeito a adicdo de extratos de folhas a margarina
mostraram variacOes significativas no teor de fendis totais (Figura 12B). Quando
avaliada apenas a margarina, sem adicdo de extrato de folha, o teor de fenadis totais foi
de 85,11+4,33 mg de equivalentes de &cido cafeico/Kg amostra. A adigdo de extrato de
folha a uma concentracdo de 1 mg/g resultou num aumento significativo do teor em
fenois totais detetados, atingindo um valor de 95,51+7,58 mg de equivalentes de acido
cafeico/Kg amostra, sendo este o valor quantificado mais elevado. Quando adicionado
extrato de folhas nas concentracdes de 0,1; 0,25 e 0,5 mg de extrato/g foi observado um

decréscimo relativamente ao teor em fendis detetados no controlo. Nestas trés
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concentracdes de extrato, os valores ndo diferiram significativamente entre si, variando
entre 61,10+14,44, 69,12+6,50 e 75,21+3,88 mg de equivalentes de &cido cafeico/Kg
amostra, respetivamente para as concentragfes 0,1; 0,25 e 0,5 mg extrato/g. Os
resultados mostraram uma ligeira correlagdo positiva (p = 0,01; R* = 0,1179) entre a
adicdo de extrato e o teor em fendis, apesar de aparentemente esta ndo existir, 0 que
estard relacionado com o aumento para a classe de adi¢cdo mais elevada, e com o0 nimero
de repeticOes efetuadas.

A quase inexisténcia de dados disponiveis, no que diz respeito a bibliografia,
relativamente a teor em fendis totais, quer de manteiga, quer de margarina, torna dificil
a comparacgédo dos nossos resultados. No entanto, alguns autores referem a existéncia de
0,187 mg/100 g (Puravankara et al., 2000) ou 0,32 mg/100 g de fendis totais em
manteiga de bdfala. Assim, no caso da manteiga, os valores obtidos no presente trabalho
sdo consideravelmente mais elevados, (14,85 mg/100 g), estando provavelmente esta
diferenca relacionada com a origem do leite, ja que o leite de bufala apresenta um teor
em fenois de 3,0+0,2 mg GAE/100g (Sreeramulu e Raghunath, 2011) enquanto o leite
de vaca apresenta teores entre 800-1000 mg GAE/L (Tavares et al., 2011).

Relativamente aos valores obtidos no ensaio com a margarina, apenas foram
encontrados na bibliografia teores em fendis totais em manteiga de carité (gordura
vegetal) que apresenta valores compreendidos entre aproximadamente 60 a 130 ppm de
fenois totais (Maranz et al., 2003), semelhantes aos obtidos no presente trabalho
(85,11+4,33 ppm).

No que diz respeito a adicdo de extratos/teor em compostos fendlicos a amostras
de manteiga e margarina, os dados existentes sdo escassos. Os resultados disponiveis, de
Puravankara et al. (2000) e Mehta (2006) mostraram um aumento do teor em fenois
totais em manteiga de bafala com a adicdo de extratos ricos em fenois, apesar de este

aumento ndo ser proporcional a concentragdo de extrato.

4.2.2. Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Os valores obtidos na determinacao do efeito bloqueador de radicais de DPPH nas
diferentes concentrages de adi¢cdo de extrato e controlo encontram-se na Figura 13.
Pela analise da figura constata-se que nas mesmas condi¢cdes experimentais o efeito
bloqueador da margarina é mais de trés vezes superior ao da manteiga. Este fato estara

com certeza relacionado com a natureza da gordura existente nas duas preparagdes. A
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Efeito bloqueador (%)

manteiga é de origem animal, sendo uma gordura rica em acidos gordos saturados com
menor resisténcia a oxidacdo, enquanto que a margarina é feita com uma gordura de
origem vegetal, com toda a certeza com um maior teor em 4&cidos gordos
monoinsaturados e com um teor de antioxidantes também superior. As gorduras de
origem vegetal utilizadas para a preparacdo de margarinas sdo ricas em tocoferois que
sdo compostos com atividade antioxidante reconhecida, para além dos antioxidantes que
séo adicionados como conservantes, mas esses serdo muito semelhantes em ambas as

preparacdes pelo que a sua interferéncia devera ser semelhante.
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Figura 13 — Valores médios de efeito blogueador de radicais de DPPH da manteiga (A) e
margarina (B), com adicdo de diferentes concentragGes de extrato de folha de oliveira. Letras
diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05) (médiatdp, n=10).

Para o caso da manteiga, a adicdo de extrato de folha de oliveira,
independentemente da concentragéo utilizada, mostrou exercer um efeito positivo neste
parametro (Figura 13A). A manteiga, quando testada sem a adigcdo de extrato de folha,
resultou num efeito blogueador de 24,21+3,69%, sendo este o valor mais baixo
detetado. Apds a adicdo de extrato de folha, a capacidade bloqueadora aumentou
significativamente, particularmente nas concentracdes de 0,25 mg/g e acima desta. Na
concentracdo de 0,1 mg/g o efeito bloqueador atingiu 29,26+4,06%, valor que, apesar
de mais elevado, ndo ¢é significativamente diferente do obtido no ensaio controlo. Nas
concentragcdes mais elevadas de extrato adicionado (0,25; 0,5 e 1 mg extrato/g), o efeito
bloqueador detetado foi semelhante, atingindo o méaximo de atividade antioxidante
(30,87+3,64%) na concentracdo de 0,25mg/g. Nas duas concentracfes restantes (0,5 e 1
mg/g), a atividade antioxidante detetada foi ligeiramente mais baixa, sendo,
respetivamente, de 30,14+0,98 e 29,17+2,40%. Os resultados da capacidade
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bloqueadora de radicais de DPPH mostraram estar correlacionados com a concentracao
de extrato adicionada (p = 0,004; R* = 0,1608), mas ndo com o teor em fendis totais
detetados (p = 0,9287).

Relativamente aos resultados da capacidade bloqueadora de radicais de DPPH
utilizando a margarina, os resultados apresentaram um comportamento semelhante aos
obtidos com a manteiga (valor mais elevado usando margarina com adigéo de 0,25 mg/g
de extrato e valor mais baixo no ensaio controlo), mas com percentagens elevadas de
bloqueio de radicais livres (Figura 13B). Assim, no ensaio controlo, foi detetada uma
capacidade de bloquear radicais de DPPH de 91,27+0,53%, valor este estatisticamente
diferente dos obtidos com a adigéo de extrato, exceto no caso da margarina com 1mg/g
de extrato, que obteve o valor mais baixo, nas situacbes em que se testou a adicdo de
extrato de folhas (91,94+0,73%). Como referido anteriormente, uma maior capacidade
bloqueadora de radicais foi detetada usando margarina com adicdo de 0,25mg/g de
extrato de folha (92,97+0,09%), seguido da concentracdo de 0,5 mg/g, com valor
virtualmente igual (92,96+0,04%) e da concentracdo de 0,1 mg/g, com a capacidade de
bloquear 92,83+0,34%. De referir também que estes valores ndo diferem
significativamente entre si (p> 0,05). Os resultados do ensaio do DPPH ndo mostraram
estar correlacionados com a adicdo de extrato (p = 0,5170), mas sim com o teor de
fendis (p <0,001; R? = 0,2858).

Curiosamente, e para concentracao de 0,25mg/g, obtiveram-se os valores maiores
de efeito bloqueador de DPPH, e para a maior concentracdo de extrato utilizada, 1mg/g,
a qual corresponde valores mais elevados de fenois totais, obtiveram-se, tanto para a
manteiga como para a margarina, valores de efeito bloqueador de DPPH menores. Tal
ocorréncia deve-se ao fato de alguns compostos fenodlicos poderem ter efeito pro-
oxidante e suprimir a sua capacidade antioxidante, quando a concentracdo de extrato

aumenta a certos niveis (Bhale et al., 2007).
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4.2.3. Efeito sequestrante do radical Acido 2,2'-Azinobis-3-etilbenzotiozolino-6-
sulfonico (ABTSe+)

Para uma melhor caracterizagdo da capacidade antioxidante da manteiga e
margarina, procedeu-se também a avaliacdo da inibicdo do radical ABTS, em
comparacdo com um padrdo de referéncia antioxidante, o Trolox. Os resultados

relativos a este ensaio sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 — Valores médios da atividade sequestradora do radical ABTS da manteiga (A) e
margarina (B), com adicdo de diferentes concentragBes de extrato de folha de oliveira. Letras
diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05) (médiatdp, n=10).

Tal como o observado na avaliacdo da capacidade bloqueadora de radicais de
DPPH, no ensaio da atividade sequestradora do radical ABTS, os resultados obtidos
usando manteiga foram consideravelmente inferiores aos obtidos com a margarina.

Para a manteiga, os piores resultados foram, também eles, observados no ensaio
controlo e na concentracdo mais elevada de extrato (1mg/g). Assim, na concentracdo
mais elevada de extrato adicionado a manteiga (1mg/g) foi detetado o nivel mais baixo
de atividade sequestradora (0,100+0,01 umol Trolox/mg), inferior ao observado no
ensaio controlo (0,117+0,01 pmol Trolox/mg). E de referir também que estes dois
valores sdo significativamente diferentes entre si, bem como os obtidos para as restantes
concentracdes. Nessas concentracdes (0,1; 0,25 e 0,5 mg/g), os valores obtidos de
equivalentes de Trolox sdo semelhantes entre eles, e variaram entre 0,159+0,01 pmol
Trolox/mg na concentracdo de 0,5 mg/g, 0,148+0,01 pmol Trolox/mg na concentragdo
de 0,1 mg/g e 0,1434+0,02 pumol Trolox/mg, na concentracdo de 0,25 mg/g. N&o foi
possivel obter nenhuma correlagcdo entre a capacidade antioxidante medida com este
método e as concentracles de extrato adicionadas as amostras (p = 0,3719), mas sim

com o teor em fendis encontrado nas amostras (p = 0,02; R? = 0,1075).
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A analise dos resultados referentes ao ensaio com a margarina mostra que a
atividade antioxidante, expressa em umol Trolox/mg, foi mais baixa quando foi
utilizada a concentragdo intermédia de extrato (0,25mg/g, com 0,474+0,01 umol
Trolox/mg). Valores muito semelhantes de atividade antioxidante foram obtidos na
concentracdo de 0,1 mg/g (0,475+0,01 pmol Trolox/mg), ndo existindo diferencas
significativas entre eles. No ensaio controlo, o valor obtido foi também ele semelhante
(0,478+0,01 pmol Trolox/mg), valor estatisticamente idéntico ao registado com a
concentracdo de 0,1mg/g, bem como com valor de atividade antioxidante verificado
quando se utilizou a concentragdo de 0,5 mg/g (0,479+0,01 pumol Trolox/mg). Foi
verificada uma maior capacidade antioxidante quando se utiliza margarina com a adicéo
de 1mg/g de extrato. Nestas condigdes, foi obtido um valor de equivalente de Trolox de
0,481+0,01 pmol Trolox/mg, ndo sendo, no entanto, significativamente diferente do
valor registado com o uso de 0,5mg/g de extrato. A capacidade blogueadora de radicais
de ABTS pelas amostras de margarina mostrou estar correlacionada quer com a
concentracdo de extrato adicionada (p = 0,001; R? = 0,1909), quer com o teor em fendis
(p <0,001; R? = 0,29609).

Os resultados obtidos nos ensaios da capacidade antioxidante (DPPH e ABTS),
com adicgdo de extratos de folha de oliveira a amostras de manteiga e margarina, séo
dificeis de colocar em perspetiva, relativamente a outros, uma vez que existem poucos
dados semelhantes na bibliografia para comparacdo. No entanto, Pawar et al. (2012),
referem no seu trabalho que a adicdo de extratos aquosos ou metandlicos de Pueraria
tuberosa, Asparagus racemosus, e Withania somnifera a manteiga clarificada (‘“ghee”),
permite a manutencdo dos niveis de capacidade blogueadora de radicais de DPPH das
amostras, mesmo apés 21 dias em condicdes de oxidacdo. Por outro lado, as amostras
sem a adicdo de extratos destas plantas demonstraram possuir uma capacidade
antioxidante 75% inferior ao do inicio do ensaio. Nesse trabalho verificou-se que na
manteiga sem extrato os valores (20,6%) ndo diferem muito dos valores do presente
trabalho (24,21%). No que refere & adicdo de extrato de varias plantas, os valores
variam entre os 25,6%, 33,7% e 58,7% dependendo da planta utilizada. De acordo com
trabalho descrito por Lopes et al. (2014), no qual demonstrou que a adi¢do de extratos
de diferentes misturas de especiarias e ervas aromaticas aumenta a capacidade
antioxidante de margarina, e que essa atividade antioxidante se correlacionava

positivamente com o conteddo em compostos fendlicos dessas mesmas especiarias,
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passando de 34,26 e 35,89% (margarina sem soédio e margarina com sodio,
respetivamente), para valores até 83,12%.

Existem vérios estudos referindo-se & adicdo de folhas ou extratos de folhas de
oliveira a 6leos vegetais e os seus efeitos na qualidade e estabilidade oxidativa (Farag et
al., 2003; Paiva-Martins et al., 2007; Salta et al., 2007; Bouaziz et al., 2008; Lafka et al.,
2013; Malheiro et al., 2013a, b; Sevim et al., 2013). Estes estudos referem a elevada
capacidade das folhas e seus extratos manterem ou aumentarem a estabilidade oxidativa
desses Oleos, bem como as suas caracteristicas nutricionais e, em alguns casos,
caracteristicas de aparéncia para o consumidor.

Quando analisados os poucos dados existentes na bibliografia, sobre a adi¢éo de
extratos de folhas e o seu efeito na atividade antioxidante, verifica-se que esta aumenta,
com o acréscimo de extrato. Tal foi verificado por Chiou et al. (2009), quando
adicionaram extratos de folhas de oliveira a diversos 6leos vegetais (azeite, 6leo de
girassol e oleo de palma). No entanto, estes mesmos autores verificaram
comportamentos diferentes usando dleos frescos ou apés fritura, sendo no primeiro caso
mais visiveis as diferencas entre valores de atividade antioxidante com e sem adicdo de
extrato. De igual modo, e para azeite, a extracdo deste na presenca de quantidades
crescentes de folhas de oliveira permitiu, por um lado, aumentar a capacidade
antioxidante das amostras, e, por outro lado, manter niveis mais elevados dessa
atividade antioxidante, com o passar de tempo de armazenamento (Sevim et al., 2013).
Os resultados obtidos por Malheiro et al. (2013a) também referem que a adicdo de
extratos de folhas de oliveira mantém niveis mais elevados de atividade antioxidante de
6leo de soja submetida a aquecimento por micro-ondas, quando comparado com 6leo de
soja sem adicdo de extrato e no tempo maximo de aquecimento testado no referido
trabalho. No entanto, para tempos de aguecimento menores, a presenca dos extratos

levou a uma atividade antioxidante mais baixa do que a medida nas amostras controlo.

4.3. Determinacao da cor

A determinacdo da cor foi efetuada em triplicado em cada uma das cinco placas
avaliadas por concentracdo através, como referido anteriormente, do colorimetro
Minolta CR-400. Optou-se pela recolha dos dados nos modos CIELAB e Hunter,
avaliando-se as coordenadas L™, a" e b” (CIELAB) e L, a e b (Hunter), sendo que L™ ou

L corresponde & luminosidade (entre O para preto puro e 100 para branco puro), a” ou a
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ao contetdo de vermelho a verde (valores positivos correspondem a vermelho, e valores
negativos a verde), e b~ e b ao conteido de amarelo a azul (valores positivos
correspondem a amarelos, e valores negativos a azuis).

Os resultados para a avaliacdo da cor, no inicio do ensaio de oxidacdo da
margarina e manteiga, sdo mostrados nas tabelas que se seguem (Quadro 3 e 4). Como
esperado, 0s pardmetros L° e L apresentaram valores positivos, ja4 que estes
correspondem a valores elevados de luminosidade. Em relagdo aos valores de b” e b
estes sdo positivos, correspondendo a cor amarela da manteiga e margarina. Quanto aos
valores de a” ou a, estes foram negativos, no entanto relativamente préximos de 0,
indicando uma certa neutralidade nos tons de verde e vermelho.

No quadro 3 mostram-se os resultados referentes ao ensaio usando manteiga.
Assim, foi observada uma reducdo da luminosidade das amostras com a adi¢do do
extrato, sendo maior quanto maior a concentracdo de extrato adicionada. Observaram-se
diferengas significativas entre o ensaio controlo e as amostras com a adicdo da
concentracdo mais elevada de extrato (1mg/g), no inicio do ensaio e no final (10 dias)
sendo que aos 5 dias de exposicdo a oxidacdo, os valores obtidos no controlo nédo
diferiram significativamente dos registados nas amostras contendo extrato de folha de
oliveira. E também motivo de referéncia, o fato de se terem detetado, em algumas
situacdes, aumentos de luminosidade com a adi¢do de extrato, nomeadamente no inicio
do ensaio, nas concentracdes de 0,1 e 0,25 mg/g, aos 5 dias de ensaio, na concentracdo
de 0,25 mg/g, e ap6s 10 dias, nesta mesma concentracdo. No entanto, em nenhuma
destas situacOes se verificaram diferencas significativas entre amostras com e sem
adicéo de extrato.

No geral, os resultados mostraram uma descida no parametro L~ /L. Em todas
estas situacOes, em que é visivel um decréscimo da luminosidade com a adicdo de
extrato, deve-se, muito provavelmente, a adicdo deste, ja que possuia uma coloracdo

acastanhada (Quadro 3).
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Quadro 3 — Valores médios dos parametros L, a, be L", a", b" determinados na manteiga, sem e com adicéo de extrato de folhas de oliveira (média+dp, n=15).

Concentracéo Hunter CIELAB
0 dias L a b L* a* b*
Controlo 78,35+0,41a -4,17+0,26 ¢ 23,79+0,51a 82,59+0,34a -4,35+0,28 c 29,33+0,69a
0,1 78,41+0,40a -3,63+0,28 a 23,72+0,79a 82,64+0,33a -3,78+0,29 a 2922+1,11a
0,25 78,41 +042a -3,74+0,21ab 2363+0,59a 82,64+0,352a -3,90+0,22ab 29,08+0,85a
0,5 7796+0,38a -3,92+0,17b 23,95+0,38a 82,26 +0,32 a -4,10+0,18b 29,66 £ 0,59 a
1 7742+061b -3,75+0,18ab 23,70+0,64a 81,80+0,52b -3,93+0,19ab 29,39+091a
Valor p <0,001* <0,001* 0,647* <0,001* <0,001* 0,433*
5 dias L a b L* a* b*
Controlo 7219+0,81ab -515+0,11d 26,60+ 0,61 a 77,35+0,70a,b -5,54+0,13d 3551+1,19a
0,1 71,46 +0,87 b -494+0,14 ¢ 26,17+ 0,61a 76,72+0,76 b -5,33+0,16 ¢ 3496+ 1,15a
0,25 72,61+0,93a -4,75+0,19b 26,58 +0,82a 77,71+0,81a -5,10+0,20 b 35,33+ 1,57 a
0,5 72,13+050ab -449+0,29b 26,19+0,75a 77,30+ 0,43 a,b -483+0,32b 3477+1,36a
1 71,42+0,85b -3,95+0,15a 25,95+0,59 a 76,68+0,74 b -4,26+0,16 a 3449+ 1,16 a
Valor p <0,001* <0,001** 0,053* <0,001* <0,001** 0,201*
10 dias L a b L* a* b*
Controlo 70,48+ 0,59 a -5,29+0,15¢ 25,28 +0,53 a 75,87+0,51a -5,75+0,18 ¢ 33,69+0,79a
0,1 69,86 +19ab -505+0,30c 24,26+097b,c 7533+166abc -550+034c 32,14+1,44b,c
0,25 70,64 +0,92a -4,73+0,22b 25,27+0,46 a 76,00+ 0,80 a -5,12+0,24b 33,63+0,66 a
0,5 69,49+ 0,87 b -443+0,38b 2491+0,744ab 75,00+ 0,76 b -482+0,40b 33,36 +1,07ab
1 68,27 +1,08 b -3,61+0,17 a 23,99+0,49¢c 73,94+0,95¢ -3,94+0,19a 32,13+0,56 ¢
Valor p <0,001** <0,001** <0,001* <0,001** <0,001** <0,001**

As médias dentro de uma coluna com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).

*Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap0s se ter verificado os pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias. Quando se

observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Analise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito

significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.
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Relativamente aos resultados da cor, usando a margarina, com e sem a adicdo de
extrato de folhas de oliveira, nos diversos tempos de oxidagéo, estes sédo apresentados
na Quadro 4. Relativamente ao pardmetro L"e L, em todas as situacdes observou-se um
decréscimo, comparando 0 ensaio controlo, com 0s ensaios em que Se incorporou
extrato a margarina. Assim, e relativamente a luminosidade, foram detetadas variacdes
negativas e diferengas significativas entre os ensaios controlo e o ensaio com a
concentracdo mais elevada de extrato (1mg/g), em todos os tempos de oxidacdo. Para
além disso, aos 5 dias de oxidacao, os resultados deste parametro sdo significativamente
diferentes, quando se compara o ensaio controlo a qualquer uma das concentracdes de
extrato adicionadas. De referir também as diferencas significativas registadas entre o
ensaio controlo e a margarina com adicdo de 0,1mg/g de extrato. Nas restantes situagdoes
verificou-se também uma reducdo da luminosidade da margarina, apesar da variacdo
detetada nao ter sido significativa. Existiu contudo, uma situacdo em que se verificou
um aumento de luminosidade relativamente ao controlo, aos 10 dias de oxidacdo, nas
placas com adi¢cdo de 0,1 mg de extrato por grama de margarina, ndo sendo contudo

significativa.
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Quadro 4 — Valores médios dos parametros L, a, be L", a", b" determinados na margarina, sem e com adicao de extrato de folhas de oliveira (médiaxdp,

n=15).
Concentracao Hunter CIELAB
0 dias L a b L* a* b*
Controlo 83,12+053a -245+0,11ab 25,18+0,32a 86,55+044a -249+0,11ab 3042%04la
0,1 82,16 +0,61b -234+0,11a 24,75+094ab 8576+050b -240+0,11a 29,99+1,30a,b
0,25 82,71+1,10ab -241+0,13a 2524+0,67ab 86,20+090ab -246+0,14ab 30,60+0,79a
0,5 82,62+0,40ab -242+0,13ab 24,76+0,19b 86,14+0,33a,b -247+0,13ab 29,91+0,27b
1 82,30 +0,55 b -253+0,09b 2483+046ab 8587+045b -2,59+0,09b 30,08+0,58a,b
Valor p <0,001** <0,001* <0,001** <0,001** <0,001* <0,001**
5 dias L a b L* a* b*
Controlo 75,78 0,52 a -290+0,24b  3250+0,82b 80,41+044a -305+0,25b  4505+1,86¢
0,1 71,39+1,13d -2,22+073 a 35,73+2,17a 76,66 + 0,98 d -2,38+0,78a 54,87 +5,32 a
0,25 73,72+0,85b,c -2,14+0,39a 33,84+139b 7867+0,73bc -227+042a 48,89+3,44b
0,5 7454 +0,63 b -2,42+0,31a 33,88+1,06b 79,36 £0,53 b -256+0,32a 48,49+254b,c
1 73,03+0,88¢c -222+027a 3391+1,30b 78,07+ 0,76 ¢ -236+0,28a  49,44+3,41b
Valor p <0,001** <0,001** <0,001* <0,001** <0,001** <0,001*
10 dias L a b L* a* b*
Controlo 70,72+212ab -2,18+0,68c,d 34,33+1,41a 76,07+184ab -2,34+0,72c,d 5191+42la
0,1 71,72+1,17 a -2,31+0,55d 3443+1,34a 76,94+ 101a -2,47+£0,59d 51,38+ 3,30 a
0,25 69,50+ 1,69bc -154+066bc 3489+095a 7501+148bc -166+0,70b,c 5391+216a
0,5 69,22+159b,c -129+0,72ab 34, 70+135a 74,76+139bc -1,39+0,78ab 53,71+3,22a
1 68,07+ 1,67c¢c -0,85+0,70a  33,77+0,87a 73,76 + 1,46 C -0,92+0,75a 52,14+ 1,86a
Valor p <0,001* <0,001* 0,120* <0,001* <0,001* 0,098*

As médias dentro de uma coluna com letras diferentes diferem significativamente entre si (p <0,05).

*Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apds se ter verificado os pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias. Quando se

observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Analise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito

significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.
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Relativamente aos resultados da coordenada a’/ a, no ensaio com a manteiga,
verificou-se uma descida desta coordenada com o aumento do tempo de oxidagdo, quer
no ensaio controlo, quer no ensaio com as amostras contendo extrato. Por outro lado, a
adicdo de extrato em todas as concentragcdes resultou num aumento dos valores desta
coordenada em relacdo ao controlo, com a exce¢do das amostras contendo 1mg/g de
extrato, aos 10 dias de ensaio. Salienta-se também que, nas duas primeiras medicGes,
realizadas no inicio do ensaio, e aos 5 dias de oxidagdo, os valores obtidos na amostra
controlo sdo inferiores e significativamente diferentes dos obtidos com as amostras
contendo extrato. No final do ensaio, quer as amostras controlo, quer as amostras
contendo 0,1mg/g de extrato, apresentaram valores inferiores e significativamente
diferentes, dos obtidos nas restantes amostras.

No ensaio com a margarina, 0 comportamento das amostras diferiu do que foi
observado no ensaio realizado com a manteiga. Puderam verificar-se trés tendéncias
principais: a primeira, indica uma diminui¢do dos valores desta coordenada entre o
ensaio sem adicdo de extrato e a adicdo de 1mg/g de extrato, no inicio do ensaio (0
dias), apesar do aumento verificado nas concentracdes intermédias; a segunda, uma
diminuicdo dos valores nas placas controlo, entre o inicio do ensaio e os 5 dias de
oxidagdo, e um aumento nas restantes concentragdes; a terceira, um aumento
consideravel desta coordenada aos 10 dias de exposi¢cdo a oxidagdo, mais evidente nas
amostras contendo as concentracGes mais elevadas de extrato (0,25, 0,5 e 1mg/g). Péde
verificar-se também o fato de, na medicdo deste parametro, no inicio do ensaio (0 dias),
ndo se verificaram diferengas significativas entre as amostras controlo e as restantes,
sendo que aos 5 dias de oxidacgdo, os valores obtidos nas amostras controlo diferiram
significativamente das amostras com a adi¢do de extrato, e no final do processo de
oxidacdo (10 dias), foram as amostras contendo 1mg/g de extrato que apresentaram
valores significativamente diferentes das restantes.

Considerando a coordenada b” /b, que nos indica o contetido em amarelo (valores
positivos) e azul (valores negativos), os resultados, como expectavel, indicam a cor
amarela das amostras. Nas amostras de manteiga, a coordenada b” /b apresentou um
aumento entre o inicio do ensaio e os 5 dias de oxidagdo, atingindo ai valores mais
elevados, no entanto, apds esse periodo os valores decresceram, para valores
intermédios, no final dos 10 dias de oxidacdo. Ndo foi verificado qualquer efeito da
adicdo dos extratos de folhas & manteiga, quer na primeira leitura, no inicio do ensaio,

quer apos a passagem do 5° dia de oxidacdo, ja que os valores ndo apresentaram
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diferencas significativas. Os valores registados ao 10° dia de ensaio mostram que a
adicdo de extratos levou a uma reducdo desta coordenada, relativamente as amostras
controlo.

Nas amostras de margarina, a adicdo de diferentes quantidades de extrato parece
ndo afetar esta coordenada. Os resultados mostram que os valores obtidos, quer nas
amostras controlo, quer nas amostras com extrato, sdo muito semelhantes, tendo sido
apenas detetadas diferengas significativas entre as amostras controlo e amostras
contendo 0,5mg/g de extrato, no inicio do ensaio, e entre as amostras controlo e
amostras contendo 0,1mg/g de extrato, aos 5 dias de oxidacdo. Com o aumento do
tempo de oxidagdo, verificou-se um aumento dos valores desta coordenada, quer nas
amostras controlo, quer naquelas que continham extrato de folhas de oliveira.

Nas amostras foi também avaliada a Variacdo de Cor (AE), comparando as
coordenadas CIELAB L”, a" e b’, entre 0 ensaio controlo (sem adic&o de extrato) e as

amostras contendo extrato, recorrendo a férmula descrita por Hunter (1973):

AE = [(AL)? + (Aa")? + (Ab*)?]2

E foi avaliado o Indice de Amarelecimento (Y1), nas mesmas condicdes de ensaio,
através da seguinte formula de Francis e Clydesdale (1975):

YI=142.86b7/L"

Os resultados referentes a avaliagdo da variagdo de cor (AE) e de indice de

amarelecimento (Y1) da manteiga sdo apresentados na Figura 15 e 16.
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Figura 15 — Valores médios da variagdo de cor (AE) das amostras de manteiga com adic¢do de
extrato a diferentes concentragdes: 0,1 mg/g (A), 0,25 mg/g (B), 0,5 mg/g (C) e 1 mg/g (D),
relativamente ao ensaio controlo (sem adicdo de extrato). Letras diferentes indicam
significancias diferentes (p < 0,05), para dias diferentes de avaliagdo da oxidacdo. A auséncia de
letras indica a ndo existéncia de diferengas significativas (médiatdp, n=15).

A adicdo de extrato de folhas de oliveira a manteiga resultou em valores positivos
de variagdo de cor (AE), indicando mais uma vez o escureciment0 que OCOrreu nas
referidas amostras. Os valores de variacdao de cor (AE) registados situaram-se entre 1,13
(0,5mg/g), 1,22 (0,25mg/qg), 1,35 (0,1mg/g) e 1,47 (1mg/g), no inicio do ensaio (0 dias),
sem existirem, porém, diferencas significativas entre eles. Os valores registados aos 5
dias de ensaio mostraram existir diferencas significativas entre o valor mais baixo, 1,63,
na concentragéo de 0,25, e 0 valor mais alto, 2,35, na concentracdo de 1mg/g de extrato.
No final do ensaio, as diferencas significativas registaram-se entre o valor mais alto
(3,2), da concentracdo mais elevada (1mg/g) e os valores mais baixos (1,4 e 1,85),
obtidos, respetivamente, nas concentracbes de 0,25 e 0,5mg/g. A adicdo de
concentragdes crescentes de extrato ndo parece exercer muita influéncia sobre o valor de
AE. Ou seja, no inicio do ensaio (0 dias), ndo se registaram diferencas significativas
entre as concentraces de extrato adicionadas. Por outro lado, quando as diferengas
registadas foram significativas, o comportamento das amostras ndo é consequente.

Assim, aos 5 dias de ensaio, o valor mais elevado de AE foi registado na concentragio

61



A

A

mais alta de extrato adicionada, sendo que, o valor mais baixo ndo foi obtido na
concentracdo mais baixa de extrato (0,1mg/g), mas sim na seguinte (0,25mg/g). O
mesmo sucedeu aos 10 dias de ensaio, onde se registou o valor mais alto de AE, na

concentragdo mais elevada (1mg/g), e o valor mais baixo na concentragdo de 0,25mg/g.
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Figura 16 — Valores médios de indice de amarelecimento (Y1) das amostras de manteiga com
adicdo de extrato a diferentes concentragdes: 0 mg/g (A); 0,1 mg/g (B), 0,25 mg/g (C), 0,5 mg/g
(D) e 1 mg/g (E). Letras diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05), para dias
diferentes de avaliacdo da oxidacéo (médiaxdp, n=15).

Por outro lado, a variagdo do tempo de oxidacdo resultou no aparecimento de trés
padrdes: primeiro, a manutencao de valores semelhantes, sem alteracGes significativas
de AE, como as registadas para a concentracdo de 0,25 mg/g, que apresentou valores de
1,22 (0 dias), 1,63 (5 dias) e 1,4 (10 dias); segundo, um aumento significativo do AE
entre os dias 0 e 5, seguido de um decréscimo ao 10° dia, como se registou para a
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concentracédo de 0,5 mg/g, tendo sido registados, neste caso, os valores de 1,13 (0 dias),
2,23 (5 dias) e 1,85 (10 dias); terceiro, um aumento constante e significativo com o
aumentar da oxidagéo, acontecendo com as amostras contendo 0,1 mg/g e 1 mg/g de
extrato, sendo os valores para a concentracdo de 0,1 mg/g de 1,35 (0 dias), 1,77 (5 dias)
e 2,37 (10 dias) e para a concentracdo de 1mg/g de extrato de 1,47 (0 dias), 2,35 (5dias)
e 3,20 (10 dias).

Relativamente ao Yl os valores mais baixos foram obtidos no inicio do ensaio,
ndo tendo sido observado diferencas significativas entre os resultados com as Vvérias
concentracdes de extrato adicionadas. As amostras contendo 0,25mg/g de extrato
apresentam valores mais baixos de Y| (50,28), enquanto as amostras com 0,5mg/g de
extrato apresentam valores mais elevados (YI1=51,51). N&o foi encontrada nenhum
paralelismo entre o comportamento registado na avaliagédo do Y1 com os resultados de
AE. Aos 5 dias de ensaio, verificou-se, mais uma vez, ndo existir influéncia da adicéo de
extrato as amostras. Em todas elas se obtiveram valores semelhantes de Y|, entre 64,27
(nas concentracdes de 0,5 e 1 mg/g) e 65,11 (na concentracdo de 0,1mg/g), ndo
existindo diferencas significativas entre os resultados. Apesar disso, € visivel um
comportamento decrescente constante do Y1, com o aumentar da concentracdo de
extrato. Comparando com os resultados de AE, verifica-se que, para as amostras com
1mg/g de extrato se obtiveram, no Y1, os valores mais baixos, ¢ para o AE, 0s valores
mais elevados. Os resultados obtidos aos 10 dias de ensaio mostram, por um lado, um
decréscimo do valor de Y1, comparativamente ao valor de Y| aos 5 dias de ensaio, e por
outro lado, variacBes significativas entre as diferentes concentracBes de extrato
adicionadas. Apesar disso, ndo foi visivel uma clara relacdo entre o aumento da
concentracdo e o comportamento do YI. Assim, o valor mais baixo de Y1 foi obtido nas
amostras com concentracdo de 0,1 mg/g (Y1=60,97), sendo significativamente diferente
dos valores mais altos, registados nas amostras com 0,5mg/g (Y1=63,54) e controlo
(Y1=63,44). Estes dois valores foram também mais elevados e significativamente
diferentes dos observados na concentracdo de 1mg/g (Y1=62,09). De referir que o
comportamento das amostras na avaliacdo do Y| diferiu do observado na avaliacdo de
AE.

Se a adicdo de concentragbes crescentes de extrato ndo resultou num
comportamento uniforme, o aumento do tempo de oxidagéo proporcionou a observagédo

de dois tipos de efeitos: primeiro, a observacéo de resultados semelhantes entre os 10 e
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5 dias de ensaio, sendo ambos significativamente diferentes dos valores no inicio do
ensaio (amostras com 0,25 e 0,5 mg/g); segundo, a observagdo de valores de Y| mais
baixos no inicio do ensaio, atingindo 0 méaximo aos 5 dias de ensaio.

A adicao de concentracGes crescentes de extrato ndo exerceu uma influéncia
consideravel. Relativamente ao AE, seria de esperar um aumento destes valores, no
inicio do ensaio, proporcional a concentracdo adicionada. O que se verificou foi, que no
inicio do ensaio, a adi¢cdo de extrato ndo resultou em variacOes significativas de cor,
sendo estas detetadas aos 5 e 10 dias de ensaio. Se se tomar este pardmetro como
medida de oxidagdo, uma vez que as amostras ficaram com uma tonalidade mais escura
com o avancar do tempo, o que se verifica € que a adicdo de 0,25 mg/g sera a
concentragdo mais indicada para uma protecdo antioxidante efetiva, quer a curto (5
dias), quer a longo prazo (10 dias). Por outro lado, concentracdes mais baixas e mais
altas ndo apresentaram a mesma capacidade de proteger as amostras da oxidacdo. Uma
vez que a variagdo de cor registada no inicio do ensaio, com adig&o crescente de extrato,
n&o foi significativa, pode-se excluir este fator como o causador do aumento de AE, nos
dias 5 e 10 de ensaio. No entanto, e do mesmo modo que na margarina, a analise do
efeito do parametro concentracdo mostrou existir uma influéncia significativa sobre o
AE, (Fs3 180 9,095, p <0,001), sendo, no entanto, mais marcada a influéncia do fator
tempo (F, 180 18,830, p <0,001). Relativamente aos valores de Y|, e considerando os
valores deste pardmetro obtidos no dia O como referéncia, verifica-se novamente que
ndo existiu um comportamento linear resultante da adigdo de extrato. Considerando o
indice de amarelecimento como medida da oxidacdo das amostras, verifica-se que, em
periodos mais curtos (5dias), a adicdo de extrato parece nao proteger as amostras e, para
periodos mais longos (10 dias), uma maior protecdo contra a oxidagdo foi oferecida pela
adicdo de 0,1mg/g de extrato de folhas de oliveira. Este pardmetro foi mais afetado pelo
tempo de oxidagdo (F2, 225 739,994, p <0,001), ndo sendo de todo afetado pela variagao
de concentragéo (F4, 225 1,539, p =0,206).

Os resultados referentes a avaliacdo da variagdo de cor (AE) e de indice de

amarelecimento (Y1) da margarina séo apresentados na Figura 17 e 18.
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Figura 17 — Valores médios da variagdo de cor (AE) das amostras de margarina com adigéo de
extrato a diferentes concentragdes: 0,1 mg/g (A), 0,25 mg/g (B), 0,5 mg/g (C) e 1 mg/g (D),
relativamente ao ensaio controlo (sem adicdo de extrato). Letras diferentes indicam
significancias diferentes (p < 0,05), para dias diferentes de avaliagdo da oxidagdo (médiadp,
n=15).

Para a margarina, em todas as observagdes da variagdo de cor (AE), realizadas no
inicio, aos 5 e 10 dias de ensaio, verificou-se uma variacdo positiva deste parametro.
Isto indica um escurecimento da amostra, com a adi¢cdo do extrato, sendo esta variacdo
mais visivel aos 5 dias de ensaio, comparativamente ao inicio e final do ensaio. No
inicio do ensaio (0 dias) foram obtidos os valores de AE mais baixos, passando de 0,84,
nas amostras com 0,5mg/g de extrato, para 1,12 e 1,22, nas amostras com 1 mg/g e 0,25
mg/qg, respetivamente, até 1,6, nas amostras contendo 0,1mg/g de extrato. Aos 5 dias de
ensaio, os valores de AE situaram-se entre 3,7, nas amostras contendo 0,5mg/g,
atingindo o maximo de 11,33 nas amostras de menor concentracdo (0,1 mg/g). As
concentragdes de 0,25mg/g (AE=5,16) e 1mg/g (AE=5.45) apresentaram valores
semelhantes entre si. Relativamente aos dados aos 10 dias de ensaio, o valor mais
elevado de AE foi registado, mais uma vez, nas amostras com 0,Img/g (5,03),
apresentando as outras amostras valores proximos entre si, entre 4,63, na concentragdo
de 0,5mg/g, 4,71 nas amostras com 0,25mg/g e, finalmente 4,82, nas amostras contendo

1mg/g de extrato. Tanto no inicio como no final do ensaio, os resultados indicam que o
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aumento da concentracdo de extrato adicionado tem pouca influéncia neste parametro,

no entanto, aos 5 dias de ensaio verifica-se influéncia da concentragdo no valor de AE.
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Figura 18 — Valores médios de indice de amarelecimento (Y1) das amostras de margarina com
adicdo de extrato a diferentes concentragdes: 0 mg/g (A); 0,1 mg/g (B), 0,25 mg/g (C), 0,5 mg/g
(D) e 1 mg/g (E). Letras diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05), para dias
diferentes de avaliacdo da oxidacdo (médiatdp, n=15).

Se no inicio e final do ensaio, os resultados indicam que o aumento da
concentracdo de extrato adicionado parece ter pouca influéncia neste parametro, aos 5
dias de ensaio, parece existir influéncia da concentragdo no valor de AE. Assim, aos 0
dias, apenas se detetaram diferencas significativas entre o valor de AE registado nas
amostras com adicdo de 0,1mg/g e nas que continham 0,5mg/g de extrato. Em todas as
outras situacOes, os valores ndo apresentaram diferencas significativas entre eles,
indicando ndo existir influéncia da adicéo de extrato. Deve-se também realcar o fato de
o0 valor de AE registado aos 0 dias, com a adi¢do de 0,5 mg/g de extrato, ter sido o mais
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baixo, indicando que foi nesta situacdo em que a cor da amostra ficou mais semelhante
ao ensaio controlo. Os dados relativos aos 5 dias de ensaio, mostram por outro lado, que
adicéo de extrato em concentragdes de 0,25mg/g e acima, reduzem significativamente o
escurecimento da amostra, relativamente a adi¢cdo de apenas 0,1mg/g de extrato de
folha. Os valores obtidos aos 10 dias de ensaio foram todos semelhantes, sem diferencas
significativas entre eles.

Se a variagdo da concentragdo de extrato exerceu pouca influéncia no valor de AE,
o0 tempo de oxidacdo mostrou ser um fator mais decisivo na variacdo de cor das
amostras. Assim sendo, foram detetadas variacoes significativas no valor de AE, para a
mesma concentracdo adicionada de extrato (0,1mg/g), entre o inicio (dia 0) e o 5°dia de
ensaio, e entre este e o final do ensaio (10 dias). No ensaio dos 5 dias, os valores de AE
foram cerca de 4 vezes superiores comparando com os valores do dia 0, nas
concentracdes de 0,25; 0,5 e 1mg/g de extrato, atingindo um valor maximo de 11,33 na
concentracdo de 0,1mg/g de extrato, valor este 7 vezes superior ao detetado no inicio do
ensaio (1,6). Nas restantes concentracOes, foram detetadas diferengas significativas
entre os valores do inicio do ensaio e os valores de 5 e 10 dias de oxidacao, que foram
semelhantes entre si.

Tanto no ensaio da variagdo de cor (AE) como no ensaio do indice de
amarelecimento (Y1), a adicdo de extrato as amostras parece exercer pouca influéncia.
Se no inicio do ensaio, fosse expectavel uma subida destes valores com a adicdo de
concentracdes crescentes de extrato, devido a coloracdo acastanhada deste, 0 que se
verificou foram valores semelhantes de variagdo de cor, indicando que a adi¢do de
extrato ndo tem influéncia nos parametros AE e YI, antes de ocorrer oxidagdo das
amostras. Mesmo quando detetadas diferencas significativas, ndo é visivel uma relacédo
direta entre 0 aumento da concentragdo de extrato e o AE. No entanto, na analise do
efeito dos parametros testados (concentragdo de extrato e tempo de oxidacdo), e
considerando apenas o fator concentragao, foi detetada a influéncia desta no AE (F3 1g0
9,750, p <0,001). Se no inicio do ensaio esta variacdo de cor € baixa, quando avaliada
aos 5 dias de ensaio, os valores aumentam, e na concentracdo mais baixa (0,1mg/g)
atingem o maximo detetado em todo o ensaio, sendo que, aos 10 dias, os valores de AE
sdo semelhantes entre as amostras. Isto podera indicar que, para periodos mais longos, a
adicdo de concentragfes mais elevadas de extrato nédo significa protecdo adicional
contra a oxidacdo, mas que, para periodos mais curtos serd mais eficiente a protecédo

antioxidante com concentracfes acima de 0,1mg/g, nomeadamente para a concentragdo
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de 0,5mg/g de extrato de folha de oliveira. Esta influéncia marcada, resultante do tempo
de oxidacdo, é corroborada pela analise do efeito deste pardmetro (F, 1s0 56,692, p
<0,001). Esta tendéncia parece inverter-se se se reportar apenas aos valores de YI. Se
consideramos os valores obtidos no dia 0 como referéncia, volta-se a verificar que nédo
existe um comportamento linear resultante da adigdo de extrato. Mais uma vez, as
variacdes significativas foram detetadas nas amostras contendo 0,1mg/g de extrato. Se
aos 5 dias de ensaio, nestas amostras 0 Y1 é o mais elevado, aos 10 dias foi nestas
amostras gque se detetou o valor mais baixo. Se estes dados, por um lado, indicam que
para periodos mais curtos, a adicdo de extrato a uma concentracéo de 0,5mg/g serd mais
indicada, para um periodo mais longo, a concentracdo de 0,1mg/g mostrou ser mais
eficiente, de forma a reduzir alteracdes deste parametro. Como esperado, o tempo de
oxidagéo (F; 225 1371,534, p<0,001) exerceu um forte efeito no Y1, ndo sendo detetado

efeito significativo da variagdo de concentragdo (F4 225 1,892, p =0,133).
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5. CONCLUSOES

A realizagdo deste trabalho permitiu um avaliagdo da atividade antioxidante das
folhas da oliveira, bem como o seu efeito protetor na oxidacdo em margarina e
manteiga.

Relativamente ao primeiro objectivo deste trabalho, a avaliacdo da composicao
fendlica e da atividade antioxidante de quatro cultivares de oliveira (Arbequina,
Cobrangosa, Galega vulgar e Picual), os resultados mostraram que a cultivar Arbequina,
a mais utilizada em sistemas superintensivos de producdo de azeitona, possui 0 teor
mais elevado de fenois totais (166,45 + 4,00 mg/g) de entre as cultivares analisadas, ao
mesmo tempo que regista uma maior atividade antioxidante no ensaio do poder redutor,
sendo também as folhas da cultivar das quais se obteve um maior rendimento de
extracdo. Baseado nestes dados, as folhas desta cultivar foram as selecionadas para a
adicdo dos seus extratos a amostras de manteiga e margarina.

O perfil fitoquimico da cultivar Arbequina determinado por RMN *H caraterizou-
se pela presenca de glucose, sacarose, oleuropeina, luteolina-4’-O-glucésido, luteolina,
hidroxitirosol acetato, hidroxitirosol e luteolina-7-O-glucésido.

Em relacdo ao segundo objetivo do trabalho, a avaliacdo do efeito protetor de
extratos de folha de oliveira, na oxidagdo de manteiga e margarina, a adi¢do de extrato
de folha de oliveira ndo causou variacBGes significativas no teor de fendis totais
guantificados na manteiga, sendo que, no caso da margarina, a adicdo de extrato de
folha a uma concentracdo de 1 mg/g resultou num aumento significativo do teor em
fendis totais detetados, verificando-se um decréscimo com a adicdo de extrato nas
concentragdes de 0,1; 0,25 e 0,5 mg de extrato/g relativamente ao controlo. A avaliagédo
da atividade antioxidante da manteiga e margarina, usando o0 método do DPPH, mostrou
uma forte capacidade blogueadora na margarina, por oposicdo ao verificado na
manteiga. No entanto, em ambas as matrizes, verificou-se que a adi¢cdo de extrato
aumentou a capacidade antioxidante da manteiga e margarina, usando esta metodologia.
De maneira semelhante ao observado no método do DPPH, usando a metodologia
ABTS para avaliagdo da capacidade antioxidante, as amostras de margarina
apresentaram valores mais elevados, comparativamente as amostras de manteiga. No
entanto, a adicdo de extratos resultou em comportamentos diferenciados para cada uma
das amostras. No caso da manteiga, a adi¢cdo de concentragdes mais baixas aumentou a
capacidade antioxidante, ao inverso do registado na concentragdo mais elevada (1mg/g).

Por outro lado, no caso da margarina, nas concentracfes mais baixas de extrato, sdo
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mais baixos ou semelhantes ao controlo, sendo que a adicdo de extrato na concentracao
mais elevada aumentou significativamente a capacidade antioxidante das amostras de

margarina.

No que respeita a determinacdo da cor na margarina, no inicio do ensaio e para
parametro L"e L, verificou-se um decréscimo dos valores com o tempo de oxidacdo. A
adicdo de extrato altera este parametro, no inicio do ensaio, apenas para algumas
concentragcdes, nomeadamente a mais baixa (0,1mg/g) e a mais elevada (1mg/g). Se aos
cinco dias de ensaio, para a manutencdo deste pardmetro em valores semelhantes aos
iniciais seriam adequadas as concentracfes mais elevadas de extrato, para os 10 dias de
ensaio, os valores indicam que a concentracdo mais baixa de extrato seria mais
adequada. No parametro a" e a, e para o inicio do ensaio, a adicio de extrato ndo causou
variacoes significativas em relacdo ao controlo. A adi¢do de qualquer concentragéo de
extrato, avaliada aos 5 dias, permitiu manter os valores deste parametro semelhantes aos
iniciais, enquanto que a concentracdo mais baixa manteve estes valores, quando
avaliados aos 10 dias. Para 0 parametro b” e b, a adicéo de extrato, no inicio do ensaio,
apenas causou variagdes significativas quando se usou a concentracdo de 0,5mg/g. Aos
cinco dias de ensaio, os valores de b“e b aumentaram, sendo este aumento semelhante
em todas as amostras. No final do ensaio, os valores de b” e b sédo semelhantes entre
todas as amostras, tendo sido a variacdo existente em relacdo aos 5 dias de ensaio maior
nas amostras sem extrato.

Na manteiga, os resultados relativos & luminosidade mostraram um
comportamento semelhante aos obtidos com a margarina, isto €, um decréscimo com o
tempo de oxidacdo. A adicdo de extrato no inicio do ensaio apenas resultou em
diferencas significativas para a concentracdo de 1mg/g. Quer aos cinco dias, quer aos
dez dias, os valores deste parametro relativamente aos valores iniciais ndo foram
afetado pela adicio de extrato as amostras. O pardmetro a’ e a, diminui como tempo de
oxidacdo, verificando-se no inicio do ensaio varia¢fes significativas em relacdo ao
controlo em todas as concentracbes de extrato adicionadas, mantendo-se este
comportamento ao longo do tempo de oxidagdo. Relativamente ao pardmetro b” e b, ndo
foi verificado qualquer efeito da adicdo dos extratos de folhas & manteiga, quer na
primeira leitura, no inicio do ensaio, quer apds a passagem do 5° dia de oxidacéo, ja que

os valores ndo apresentaram diferencas significativas. Os valores registados ao 10° dia
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de ensaio mostram que a adicdo de extratos levou a uma reducdo desta coordenada,
relativamente as amostras controlo.

Os valores de AE, para a margarina, aumentaram ao longo do tempo de oxidacéo,
mostrando também que as concentracdes mais elevadas de extrato permitem que este
parametro apresente valores mais baixos. No caso da manteiga, e apesar dos valores
tambem aumentarem ao longo do tempo, a concentragdo de 0,25mg/g permitiu manter
estes valores numa escala mais baixa.

Os valores de Y1, para a margarina, aumentam com o tempo de oxidagdo, sendo
gue a concentracdo mais baixa de extrato apresenta uma maior protecéo a longo prazo,
enquanto que para menor tempo de oxidagdo, concentracbes mais elevadas
apresentaram resultados mais promissores. Em relacdo a manteiga, verificou-se um

comportamento semelhante ao registado na margarina, com a adicao de extrato.

A realizacdo deste trabalho permitiu uma primeira avaliacdo do uso de extratos de
folhas de oliveira como agente de protecdo contra a oxidacdo de margarina e manteiga.
Os resultados obtidos mostram que existe algum potencial do uso das folhas de oliveira,
sendo necessario a continuacao de estudos neste sentido. Para isso, é fundamental o uso
de outros métodos de avaliacdo da oxidacdo e da acdo protetora dos extratos,
nomeadamente a determinacéo do indice de perdxidos, periodo de inducdo determinado
por Rancimat, determinacdo de Substancias Reativas com o Acido 2-Tiobarbiturico
(TBARS), entre outras metodologias. O uso de extratos de diferentes cultivares, como
as utilizadas na parte inicial do presente trabalho (Cobrancgosa, Galega vulgar e Picual),
metodologias de extracdo e de incorporacdo na matriz poderdo também ser alvo de

estudos subsequentes.
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