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Resumo

Nas ultimas décadas, face as mudancas nos habitos alimentares dos consumidores com maior
preocupacao pela ingestdo de alimentos benéficos para a saide humana, € necessario encontrar fontes
alternativas de produtos de origem natural ricos em compostos capazes de beneficiar o organismo
humano. Assim sendo, 0s géneros alimenticios ricos em compostos antioxidantes tém tido uma
atencéo particular, destacando-se os de origem natural e seus subprodutos.

Em Portugal, especificamente em Tras-0s-Montes, pela importancia que a oliveira tem a nivel
regional, é dada particular atencdo aos seus produtos. As folhas de oliveira, resultantes do processo
da colheita da azeitona e da poda da planta, séo subprodutos existentes em abundancia sendo uma
matriz que deve ser valorizada. Assim, o presente trabalho teve por objetivo selecionar as condigdes
de preparacdo de infusdes de folhas de oliveira, ao nivel de quantidade de folha e temperatura
utilizada, que melhor potenciem o seu teor em antioxidantes e suas caracteristicas sensoriais.
Utilizaram-se folhas de oliveira da cv. Santulhana por ser abundante na regido. Para tal, foram
preparadas infusdes com trés concentracdes diferentes (1, 2, 3g/200mL) e cinco temperaturas (60, 70,
80, 90 e 100°C) e procedeu-se a determinagdo do perfil fendlico por HPLC/DAD, avaliagéo do efeito
bloqueador dos radicais livres de DPPH, atividade sequestradora do radical ABTS, capacidade
redutora total e poder redutor. Em paralelo, foi feita a analise dos diferentes grupos fendlicos, perfil
dos compostos volateis, taninos hidrolisaveis e a analise sensorial.

Na caracterizacdo do perfil fendlico, foram identificados e quantificados oito compostos
fendlicos, sendo eles, hidroxitirosol glicol, &cido clorogénico, &cido cafeico, verbascosideo,
oleuropeina, rutina, apigenina-7-O-glucosido e luteolina, tendo a oleuropeina como composto mais
abundante, seguido do verbascosideo e &cido cafeico. Na avaliacdo da atividade antioxidante, pelo
método do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH, os valores em percentagem de inibicdo
ficaram compreendidos entre 86 e 90%, estando os maiores valores ligados as infuses de maior
concentracdo, poréem ndo foi observada uma relagdo direta entre os pardmetros utilizados para o
preparo. O poder redutor aumentou diretamente com a temperatura de extragéo.

Sensorialmente, as infusbes preparadas com 3g de folhas apresentaram valores com maior
intensidade em relacdo aos atributos avaliados (aspecto visual, aroma e paladar), comparativamente
as demais concentracdes. O fator persisténcia, obteve destaque nas infusdes de 2 e 3g, e percebeu-se
gue o amargor foi menos intenso nas infusdes com 1g de folha e mais intenso nas infusdes preparadas
com 3g. Observou-se que as diferentes temperaturas empregadas na preparacdo das infusdes teve
pouca influéncia nas caracteristicas sensoriais relacionadas a turbidez, agradabilidade do aroma,
persisténcia, picante e adstringéncia, pelo contrario as concentracdes de folhas apresentaram

influéncia marcante na maior parte dos atributos.



Na avaliacdo dos compostos volateis, analisado por cromatografia gasosa-espectrometria de
massa, identificaram-se 11 compostos maioritéarios, sendo eles, isoctano, etanoato de butilo, 2-metil-
1-butil acetato , acetato de hexilo, m-cimeno, D-limoneno, eucaliptol, linalol, cAnfora, hexanoato de
butilo e decanal, tendo o acetato de hexilo como composto maioritario e o decanal como minoritario.

Verificou-se que a variagdo nas formas de preparacdo das infusbes, como as diferentes
concentracOes e temperaturas utilizadas influenciaram no perfil fenolico, na atividade antioxidante,
no perfil volatil e na sensorial das infusdes. Com os resultados obtidos, foi concluido que a melhor
combinacdo dos fatores de preparacdo para a obtencdo de uma bebida com elevada atividade
antioxidante e agradabilidade sensorial para os consumidores, consiste no uso de 1g de folhas de
oliveira da cv. Santulhana a 100°C, tendo sido a analise sensorial um dos fatores decisivos na

obtencdo da melhor combinagéo.

Palavras-chave: Folhas de oliveira; infusbes; atividade antioxidante; compostos fendlicos;

compostos volateis; avaliacdo sensorial; temperatura; concentracdo



Abstract

In recent decades, in the face of changes in the eating habits of consumers with greater concern
for the intake of foods beneficial to human health, it is necessary to find alternative sources of
products of natural origin rich in compounds capable of benefiting the human body. Therefore,
foodstuffs rich in antioxidant compounds have received particular attention, especially those of
natural origin and their by-products.

In Portugal, specifically in Tras-os-Montes, due to the importance of olive trees at regional
level, particular attention is paid to their products. Olive leaves, resulting from the process of
harvesting the olives and pruning the plant, are by-products in abundance and are a matrix that should
be valued. Thus, the present work aimed at selecting the conditions for the preparation of olive leaf
infusions, at the level of leaf quantity and temperature used, that best enhance their antioxidant
content and their sensory characteristics. Olive leaves from cv. Santulhana were used because they
are abundant in the region. For this, infusions were prepared with three different concentrations (1,
2, 3¢/200mL) and five temperatures (60, 70, 80, 90 and 100°C) and the phenolic profile was
determined by HPLC/DAD, evaluation of the DPPH radical-scavenging capacity, ABTSe+ radical
cation-scavenging capacity, total reducing capacity and reducing power. In parallel, the analysis of
the different phenolic groups, volatile compounds profile, hydrolysable tannins and sensory analysis
were performed.

In the characterization of the phenolic profile, eight phenolic compounds were identified and
quantified, being hydroxytyrosol glycol, chlorogenic acid, caffeic acid, verbascoside, oleuropein,
rutin, apigenin 7-O-glucoside and luteolin, having oleuropein as the most abundant compound,
followed by the verbascoside and caffeic acid. In the evaluation of the antioxidant activity, using the
DPPH scavenging capacity assay, the values in inhibition percentage were between 86 and 90%, with
the highest values linked to the highest concentration infusions, but a direct relationship was not
observed between the parameters used for the preparation. The reducing power increased directly
with the extraction temperature.

Sensorially, the infusions prepared with 3g of leaves presented values with greater intensity
in relation to the evaluated attributes (visual aspect, aroma and taste), compared to the other
concentrations. The persistence factor was highlighted in the infusions with 2 and 3g, and it was
noticed that the bitterness was less intense in the infusions with 1g of leaf and more intense in the
infusions prepared with 3g. It was observed that the different temperatures used in the preparation of
the infusions had little influence on the sensory characteristics related to turbidity, pleasantness of the
aroma, persistence, spiciness and astringency; on the contrary, the leaf concentrations have a marked
influence on most of the attributes.



In the evaluation of volatile compounds, analyzed by gas chromatography-mass spectrometry,
11 major compounds were identified, isooctane, butyl ethanoate, 2-methyl-1-butyl acetate, hexyl
acetate, m-cymene, D-limonene, eucalyptol, linalool, camphor, butyl hexanoate and decanal, with
hexyl acetate as the major compound and decanal as the minor.

It was found that the variation in the forms of preparation of infusions, as the different
concentrations and temperatures used influenced the phenolic profile, the antioxidant activity, the
volatile profile and the sensory of infusions. With the results obtained, it was concluded that the best
combination of preparation factors to obtain a beverage with high antioxidant activity and sensory
enjoyment for consumers consists in the use of 1g of olive leaves of cv. Santulhana at 100°C, and

sensory analysis was one of the decisive factors in obtaining the best combination.

Keywords: Olive leaves; infusions; antioxidant activity; phenolic compounds; volatile compounds;

sensory evaluation; temperature; concentration
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Capitulo 1

Introducao




1. Introducao

Em Portugal, a oliveira encontra-se perfeitamente adaptada as condi¢des edafoclimaticas,
podendo ser encontrada em todo o Pais. Contudo, a sua maior expressao € nas zonas do interior, onde
ocupa 9,2% da area agricola utilizavel (Matos et al., 2014).

A regido de Trés-0s-Montes, uma das principais regides nacionais produtoras de azeite, é
diversificada em termos agroclimaticos, sendo na Terra Quente e de Transi¢do, uma das culturas
dominantes. Nesta regido e de acordo com as caracteristicas da zona, ao longo dos tempos, foi
ocorrendo alguma especializacdo em termos de cultivares dominantes. Assim, no concelho de
Braganga, Vimioso e parte de Macedo de Cavaleiros, a cultivar Santulhana representa 8% das
oliveiras da regido, sendo dominante em lzeda, Crl, onde representa mais de 90% das oliveiras
(Monteiro, 1999). Esta cultivar é de grande porte, prefere solos profundos e férteis, e é de dupla
aptidao, podendo ser usada tanto para extracdo de azeite como para producdo de azeitona de mesa
(Matos, 2015). Os seus frutos sdo classificados como grandes e seu peso como médio alto sendo seus
frutos simétricos (Matos, 2015).

Nas ultimas décadas, tem havido uma preocupacdo crescente com a ingestdo de produtos de
origem natural que para além do valor nutricional possam exercer algumas fungdes benéficas e com
implicacBes positivas na salde. Assim, 0s produtos originarios de plantas com elevados teores de
compostos fenodlicos, tém tido uma atencdo particular.

Dentre 0os compostos com capacidade antioxidante presentes nas plantas, os polifendis sdo 0s
mais abundantes e importantes. Sdo compostos resultantes do metabolismo secundario das plantas,
na qual exercem funcdes diversas. Quando incluidos na alimentacédo, pela ingestdo de produtos de
origem vegetal, tém importantes fungdes benéficas no organismo humano destacando-se as atividades
anticancerigena, antioxidantes, antimicrobiana entre outras, atuando positivamente na reducdo dos
riscos de diferentes cancros, obesidade, doencas cardiovasculares e outras doencas crénicas (Seraglio
et al., 2018). Os polifendis estdo presentes em abundancia em frutas, hortalicas, e seus derivados,
chocolates, vinho, café, e nas folhas de cha, por exemplo, onde pode chegar a representar até 30% do
seu peso seco (Bock et al., 2012).

Reconhecendo as importantes propriedades dos compostos fenolicos, e a importancia do seu
consumo, tem havido um grande volume de estudos, maioritariamente em plantas, no sentido da
identificacdo de fontes/matrizes importantes nesses compostos, na sua identificacdo e na
possibilidade da incorporacgdo dessas matrizes na alimentacdo humana. Os subprodutos da atividade
agricola sdo exemplos de fontes naturais de substancias antioxidantes, que podem ser reutilizados
tornando-se rentaveis para extrair compostos de interesse, principalmente para a industria alimentar
(Afonso, 2014).



As folhas de oliveira sdo um subproduto abundante proveniente de uma industria de
elaboracdo de azeitona e extracdo de azeite, sendo umas das mais relevantes do setor agricola e
agroindustrial em Portugal. Durante o periodo de poda das oliveiras, e na limpeza de frutos apds
colheita, elas podem ser obtidas em grande quantidade. Esta matéria prima, para além de ser
numerosa, é de baixo custo, tendo potencial para exploracdo como fonte de produtos com valor de
mercado (Bissaro, 2015).

A utilizacdo da folha de oliveira na medicina tradicional é conhecida desde a antiguidade no
combate a febres e outras doencas, podendo ser utilizadas sob diversas formas e com diferentes
finalidades. Uma das aplicacGes mais frequentes tem sido o tratamento de tenséo arterial, que quando
elevada se recomenda a ingestdo de infusdes de folhas de oliveira desidratadas, que também tém sido
usadas para aumentar o volume e grau do fluxo urinério, tendo poder diurético (Sabry, 2014). Alguns
estudos apontam que a ingestdo de infusbes permite uma absor¢do maior dos compostos bioativos
presentes nas folhas de oliveira (Ozcan &Matthaus, 2017).

Os principais compostos fendlicos identificados nas folhas de oliveira sdo da classe dos
fendlicos simples, flavondides e secoiridéides (Talhaoui et al., 2015), que sdo provenientes do
metabolismo secundario e tem funcgdes protetoras da oliveira, podendo variar de acordo com a
cultivar, as condi¢es culturais, a época de colheita e 0 método de extracdo utilizado (Afonso, 2014).
De todas as formas e apesar das varia¢fes apontadas, 0s compostos maioritarios sao a oleuropeina, a
luteolina 7-O-glicosideo, o hidroxitirosol e a apigenina 7-O-glicosideo (Cagliari, 2017; Coppa et al.,
2017; Pereira et al., 2007).

As folhas de oliveira e os seus extratos sdo reconhecidos pela sua elevada capacidade
antioxidante. Esse fato potenciou o interesse na sua utilizacdo como aditivo natural na industria
alimentar, tendo sido ja demonstrada sua eficacia na prevencdo da oxidacdo de 6leos e gorduras
(Afonso, 2014; Coppa et al., 2017; Malheiro et al., 2017; Malheiro et al., 2013), conferindo protecédo
e aumento da resisténcia a oxidacdo nos produtos testados. Por outro lado, como referido
anteriormente, a sua utilizacdo em infusdes demonstrou trazer efeitos positivos para a saude, que
devido a sua eficacia o seu uso tem sido incentivado (Bock et al., 2013; Kontogianni & Gerothanassis,
2012; Ozcan et al., 2017).

Em Portugal, um estudo realizado por Felicio (2006), para a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Economica (ASAE), com o objetivo de avaliar o habito de consumo de suplementos
alimentares, verificou, considerando 81% dos entrevistados que utilizam ou ja utilizaram suplementos
alimentares, que cerca de 38% desses referem a utilizacdo de suplementos constituidos por vegetais,
tais como chas e suas infusdes. Por outro lado, quanto ao analisarem o consumo de diversos produtos
naturais, as infusdes de plantas representam oito dos dez produtos naturais mais consumidos (Soares

et al., 2014). Com a ascensdo da popularidade da folha de oliveira, como um agente antioxidante



natural, estudos relacionados com a sua utilizagdo como aditivo alimentar e alimento funcional
também aumentaram com o intuito de comprovar sua eficacia.

Neste sentido, com o presente trabalho objetivou-se contribuir para a caracterizacdo e
valorizacdo das folhas de oliveira cv. Santulhana. Para tal, estudou-se a preparacdo de infusdes com
diferentes quantidades de folha e temperaturas de infusdo, para determinar a melhor combinacéo em
termos de preservacao de compostos bioativos. Para atingir esse objectivo, foi avaliada a composigéo
das infusGes preparadas e a preferéncia em termos sensoriais, recorrendo a andlise sensorial com
recurso a um painel de provadores treinados, de modo a selecionar a possivel combinacdo mais
apreciada por parte dos consumidores.

O trabalho encontra-se estruturado em quatro partes distintas, isto €, na proxima seccao faz-
se uma breve abordagem a folha de oliveira, nomeadamente a sua composicao e atividade bioldgica,
referindo-se também os trabalhos existentes acerca de infusdes de folha de oliveira (Capitulo 2). O
terceiro capitulo é destinado ao material e métodos, sendo que no quarto capitulo sdo apresentados 0s
resultados do presente trabalho, procedendo-se a sua discussdo. Apresentam-se também, as

conclus@es (Capitulo 5) e apontam-se sugestdes para a possivel continuacéo do trabalho no futuro.



Capitulo 2

Revisao

bibliografica




2. Revisao bibliografica
2.1. Aoliveira (Olea europaea L.)

A oliveira, Olea europaea L.(figura 1), pertence a familia Oleaceae, que contém 24 géneros
e 900 espécies (Sahin & Bilgin, 2018). E uma arvore perene, das cultivadas ha mais tempo, sendo
uma das culturas mais importantes dos paises mediterraneos, onde representa grande relevancia
econdmica, ambiental e social (Pereira et al., 2007), com grande longevidade, e com um periodo
juvenil que pode variar de 10 a 15 anos. Na regido mediterranica, onde se pensa que pode ser o local
de sua possivel origem, e onde encontra condi¢bes climéaticas apropriadas para 0 seu
desenvolvimento, cresce nativamente em ambientes secos e rusticos (Coutinho et al., 2009). Nesta
localizagcdo podem existir oliveiras silvestres, selvagens e cultivadas, ocupando diferentes habitats
(Rapoport et al., 2016). A importancia desta planta advém da producdo de azeitona que é
maioritariamente usada para extracdo de azeite e em menor escala para a producdo de azeitona de
mesa.

Ao longo dos anos de exploracédo, foi ocorrendo a domesticacdo das oliveiras, um processo
continuo e altamente complexo no qual as cultivares foram selecionadas em diversos tempos e
localizagBes o que levou ao aparecimento de diversas estruturas das arvores e também de diferentes
morfologias dos seus frutos (Rapoport et al., 2016).

As suas folhas sdo persistentes, simples e com duracdo entre um e trés anos e que podem
apresentar diferentes formas como oval, linear, oblonga e com dimens@es variadas. O tamanho da
folha e a sua estrutura variam de acordo com o genétipo da arvore e também depende do
desenvolvimento, além de variar conforme as condi¢6es de crescimento (Connor & Fereres, 2005).
Nas arvores jovens tendem a ser menores e apresentam uma menor relagdo entre comprimento e

largura, tal como acontece nas folhas das arvores silvestres (Rapoport et al., 2016).

Figura 1: Oliveiras da cv. Santulhana.



Os frutos da oliveira, as azeitonas, sdo conhecidos e apreciados pelo mundo inteiro e sdo
valorizados comercialmente, pois séo utilizados para a extracdo de azeite e producgéo de azeitona de
mesa. Ao longo do desenvolvimento do fruto ocorrem modificagdes na sua composicao, que podem
influenciar na qualidade dos seus produtos. As cultivares que sdo usadas para azeite, o teor de 6leo
extraido pode variar, havendo algumas, nas que apresentam maior rendimento, que atinge em media
0s 22% (Pacetta, 2013). O azeite possui diversas aplicacdes, sendo utilizado principalmente como um
componente da alimentacdo e € conhecido pelos beneficios que aporta ao organismo humano, devido
aos constituintes do seu 6leo (Arantes, 2008; Pacetta, 2013).

As folhas de oliveira sdo um dos subprodutos da exploracdo agricola, da extracdo do azeite,
da exploracdo da azeitona de mesa e também da poda das arvores, e podem representar até cerca de
10% do peso total das azeitonas na chegada a unidade industrial (Bissaro, 2015). A poda da oliveira
€ uma préatica essencial para o manejo do pomar, para melhorar a produtividade e garantir a
frutificacdo. E um método que permite criar condicdes propicias para a arvore sintetizar os produtos
necessarios para o seu desenvolvimento, e isso depende da exposi¢do a luz, disponibilidade de dgua
e nutrientes, temperatura e da area foliar (Tombesi et al., 2007).

Segundo Conde et al. (2009), estima-se que sdo produzidos a cada ano em média trés toneladas
de biomassa proveniente da poda da oliveira por hectare, 0 que torna esses subprodutos uma fonte
ampla, barata e pouco explorada de energia ou produtos quimicos.

Dessa forma, dada a importancia da oliveira e o volume gerado deste subproduto barato, a sua
valorizacdo e cria¢do de produtos de alto valor agregado pode representar uma mais-valia importante

num contexto de circularidade na agricultura (Rahmanian et al., 2015).

2.2. Folhas de oliveira

Durante muitos anos, as folhas de oliveira e as infusbes com elas preparadas, foram
consideradas como tendo uma acéo positiva na preservacao e prevencao da saude, o que esta muito
associado a sua composicao rica em compostos fenélicos (Sahin et al., 2018). Estes compostos tém
despertado interesse dos investigadores de todo o mundo, sendo-lhe reconhecida capacidade
antioxidante, anti-hipertensiva, hipoglicemia, hipocolesterolémica, cardioprotetora, anti-inflamatoria
e coadjuvante no tratamento da obesidade (Vogel et al., 2015).

Nas folhas da oliveira podem ser encontradas mais de 40 estruturas de fenois, possuindo
elevada atividade antioxidante, que é devido ao seu alto potencial redox o que lhes permite atuar de
diferentes formas (Kajdzanoska et al., 2011; Pacetta, 2013). A composicéo das folhas varia de acordo
com a cultivar, a idade da planta, condi¢es climaticas, estado sanitario, proporcdo de madeira,
praticas agricolas, ciclo biologico da oliveira e também das condi¢des de extracao para a sua avaliacéo
(Ghomari et al., 2019; Rahmanian et al., 2015).



Os compostos fendlicos da oliveira sdo resultantes do metabolismo secundério das plantas e
sdo consequéncia da reacdo da planta a agentes externos como ataques de patdgenos ou insetos,
condicdes culturais e ambientais adversas e outros fatores como, por exemplo, as radia¢des (Nehir El
& Karakaya, 2009).

Diversos grupos de compostos fendlicos tém sido alvo de estudos nas ultimas déecadas,
principalmente os secoiridoides e iridoides devido as suas atividades farmacoldgicas (Hashmi et al.,
2015). Além disso, esses compostos tém sido de grande interesse para a industria alimentar, uma vez
que, devido as suas propriedades antioxidantes, podem aumentar o tempo de prateleira dos produtos
atuando através da desaceleracdo do processo de oxidacdo dos lipidos. Assim, os extratos das folhas
tém sido estudados como um aditivo para aumentar a estabilidade de alguns géneros alimenticios
como Gleos vegetais e carnes (Medina et al., 2019) atuando ainda como agentes antimicrobianos
contra algumas bactérias (Sudjana et al., 2009), fungos (Korukluoglu et al., 2008) e virus (Micol et
al., 2005).

2.2.1. Propriedades bioldgicas da folha de oliveira

As plantas, desde a antiguidade, sdo utilizadas pelo ser humano na alimentagdo, na cura de
doencas e na agricultura. Elas possuem a capacidade de produzir componentes organicos que sao
divididos entre metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios possuem funcéo
estrutural, plastica e de armazenamento de energia, enquanto 0s secundarios, que geralmente
apresentam estrutura complexa, sao divididos em trés grupos quimicamente distintos: os terpenos, 0s
compostos fendlicos e componentes contendo azoto, estando presentes em baixas concentracdes e em
apenas determinados tipos de plantas (Pereira & Cardoso, 2012; Vizzotto et al., 2010).

Os compostos fenolicos sdo compostos multifuncionais, e tém sido os mais estudados pela
sua elevada capacidade antioxidante, sdo conhecidos mais de 5000 compostos (Angelo & Jorge,
2007). Quimicamente, apresentam um anel aroméatico com um ou mais substituintes, com ligac6es a
um ou mais grupos hidroxilo, incluindo os seus derivados funcionais e agrupam-se em diferentes
classes, destacando-se os flavonoides, os &cidos fenolicos, os fendis simples, os taninos, as ligninas
e os tocoferdis (Angelo et al., 2007).

A sua acdo ocorre através da interacdo com o mecanismo de defesa contra danos oxidativos
ocasionados por espécies reativas de oxigénio (ROS). Assim, a capacidade antioxidante desses
compostos esta relacionada com diferentes mecanismos como a neutralizagéo e captura de radicais
livres, doagdo de hidrogénio, e também por agirem como substrato para alguns radicais livres, atuando
tanto na fase de iniciagdo quanto no processo de propagacdo da oxidagéo (Bueno, 2019).

Em relacéo a oliveira, estes compostos estdo presentes em todas as partes da planta, mas os

que estdo definitivamente presentes nas folhas fazem parte de uma estrutura muito complexa, isso



porque a maioria dos compostos sdo armazenados na forma conjugada, com mono ou polissacarideos
(Afonso, 2014).

Entre as substancias bioativas presentes nas folhas, o composto fend6lico mais ativo € o
componente responsavel pelo amargor, a oleuropeina que pode estar presente entre 6 e 9% na folha
desidratada (Medina et al., 2019; Romani et al., 2017). Outros compostos fenolicos presentes nas
folhas incluem os derivados da oleuropeina, como o hidroxitirosol, tirosol, acido cafeico,
verbascosideo, luteolina 7-O-glucédsido, apigenina 7-O-glucdsido, catequinas entre outros (Afonso,
2014; Nehir El & Karakaya, 2009; Medina et al., 2019).

A oleuropeina é um antioxidante potente com acédo anti-inflamatéria. A sua acdo de prevenir
a formacdo de radicais livres ocorre devido a sua capacidade de quelar i6es metalicos como, por
exemplo, o ferro e o cobre que sdo compostos que catalisam reacdes de formacéo de radicais livres.
Por outro lado, a oleuropeina é também capaz de inibir diversas enzimas inflamatérias, como a
lipoxigenase, sem afetar a via cicloxigenase (Andrikopoulos et al., 2002; Benavente-Garcia et al.,
2000; Visioli et al., 2002). O hidroxitirosol, um produto derivado da oleuropeina, partilha também de
algumas das suas propriedades bioldgicas, como a capacidade antioxidante, antimicrobiana,
hipoglicémica entre outras (Bouaziz & Sayadi, 2005; Ozcan et al., 2017).

Todos esses compostos que estdo presentes em sua composi¢ao atuam no organismo humano,
ligando-se aos radicais livres em excesso que o corpo produz evitando o stress oxidativo, impedindo-
os de atacar as nossas células e de originarem doencas. Uma das a¢des benéficas mais apontadas aos
antioxidantes é o facto de contribuirem para a prevencao de doencas do coracdo impedindo a oxidacao
de lipidos da membrana (Nehir ElI & Karakaya, 2009). Alguns estudos mostraram que os polifenois
presentes nas folhas de oliveira tém efeitos benéficos no colesterol total, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e triglicerideos (Susalit et al., 2011) contribuindo para a reducdo de doengas
cardiovasculares. Em contrapartida, o uso dos extratos contendo oleuropeina e hidroxitirosol foi
capaz de restaurar o perfil lipidico de pacientes, provando que esses compostos podem melhorar
significativamente a hipercolesterolemia associada a hiperglicemia (Jemai et al., 2009).

Outros trabalhos comprovaram que, em homens de meia idade com sobrepeso e com risco de
diabetes, a suplementacdo com os polifenois da folha de oliveira durante um periodo de doze semanas
melhorou significativamente dois aspectos da regulagdo da glicose, a sensibilidade & insulina e a
capacidade de secretar das células pancreéticas (Bock et al., 2013; Romani et al., 2019). A utilizacao
de extratos pode também ser benéfica para aplicacdo na pele, uma vez que a presenca dos flavonoides
e do &cido oleandlico estimula os compostos do tecido conjuntivo e o regulariza, aumentando a saude
da pele e a sua protecdo contra o envelhecimento (Castillo et al., 2010).

As folhas, devido ao seu alto potencial biologico, sdo ja comercializadas para a preparacao de

infusbes e como suplemento alimentar. S&0 normalmente consumidas oralmente para tratar de



doencas estomacais e intestinais, e mastigadas com um intuito de limpar a boca. Outra técnica
utilizada para o consumo das folhas e os frutos da oliveira desidratados € a partir da decocgao para
curar disenterias e infec¢des do trato urinario, além de proporcionar beneficios ao metabolismo
quando utilizadas como um medicamento tradicional (Briante et al., 2002; Hollman et al., 1995;
Ozcan et al., 2017; Zarzuelo et al., 1991).

Contudo, as fungdes mais conhecidas das folhas de oliveira sdo a sua utilizagdo para tratar a
hipertensdo e agir como um diurético natural (Ozcan et al., 2017). A agéo das folhas de oliveira
mostrou ser mais eficiente e potente quando comparada ao cha verde, trazendo beneficios para a satde
pela sua acdo anticancerigena e antimicrobiana para além do seu efeito modulador de radicais livres
(Dominciano, 2015; Mello & Pinheiro, 2012)

Para além dos efeitos conhecidos das folhas da oliveira em fitoterapia, muitos deles desde a
antiguidade a sua utilizacdo tem recebido interesse da industria alimentar, pela sua possivel utilizacao
como antioxidante natural, existente em grande quantidade, a baixo preco e sem os efeitos nefastos

dos antioxidantes sintéticos, com beneficios para a populagéo.

2.2.2. Composicao fendlica das folhas de oliveira

As folhas de oliveira, como ja referido anteriormente, sdo um subproduto da agricultura do
olival, sdo amplamente estudadas devido a sua composicao rica em compostos fendlicos (Goulas et
al., 2009). S&o compostos considerados valiosos e presentes nas folhas em quantidade consideravel
e com natureza diversa, sendo agrupados de acordo com as suas caracteristicas moleculares, por
exemplo, acidos simples e fendis (Tsimidou & Papoti, 2010).

Essa composicdo, rica em compostos fendlicos, pode variar qualitativamente e
quantitativamente devido a fatores como as condicOes de secagem e extracdo, colheita, cultivar entre
outros (Abaza et al., 2015).

2.2.2.1. Flavonoides

Os flavonoides (Tabela 1) sdo substancias fendlicas isolados de uma ampla variedade de
plantas vasculares, e sdo formados a partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
malonato. As diferentes classes de flavondides diferenciam-se de acordo com o nivel de oxidagéo e
pelo padrdo de substituicdo no anel composto por 3 carbonos, enquanto 0os compostos individuais
diferenciam-se dentro de uma classe de acordo com o padréo de substituicdo dos outros dois anéis,
sua estrutura base sdo as flavonas que consistem em um grupo de 15 &tomos de carbonos distribuidos
em trés anéis (Ce — Cz — Cg ) (Pietta, 2000).

S&0o o grupo mais comum de compostos polifenolicos que fazem parte da dieta humana, com

mais de 1600 tipos (Charoenprasert & Mitchell, 2012). Sdo compostos que aparecem naturalmente
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em frutas, hortalicas, nozes, sementes, flores e casca e estdo associados a um amplo espectro de efeitos
benéficos a salde e sdo componentes indispensaveis em uma variedade de produtos farmacéuticos,
nutracéuticos e aplica¢fes cosméticas (Panche et al., 2016). Essa gama de utilidade ocorre em virtude
das diversas propriedades biologicas incluindo acdo anti-inflamatoria, antialérgica, antimicrobiana e
vasodilatadora (Cook & Samman, 1996).

Sao substancias divididas em subgrupos, flavonas, flavondis, chalconas, flavanonas, flavanas,
antocianinas, isoflavonas e neoflavonodides. Cada um desses grupos possuem caracteristicas
especificas e se diferenciam entre si de acordo com a substituicdo nos anéis da estrutura basica dos
flavonoides (Bravo, 1998; Dornas et al., 2009; Panche et al., 2016). As folhas de oliveira apresentam
uma quantidade significativa de flavondides tendo em destaque as flavonas luteolina e seus derivados,
flavonais e flavanonas.

Tabela 1: Estruturas dos Flavonodides presentes na folha de oliveira

Grupos dos o
. Subgrupos Estrutura Quimica
flavonoides

Flavonoides (base)

Luteolina

Apigenina

Flavonas
Luteolina 7-O

glucosido

Apigenina 7-O-

glucosido
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Luteolina 4’-O-
glucosido

Quercetina

Flavondis Quercitrina

OH

Rutina

Hesperidina

Flavanonas

Hesperitina

Fonte: Adaptado de (Afonso, 2014; Bhagwat et al., 2011)
2.2.2.2. Acidos fenolicos

Os acidos fendlicos (Tabela 2) apresentam quimicamente um grupo funcional carboxilo e sdo
divididos em duas classes, 0s acidos hidroxicinamicos e os acidos hidroxibenzoicos. Estes compostos
antioxidantes podem estar presentes nos alimentos na forma livre ou complexada, sdo substancias
que ja foram quantificadas em diversos tipos e variedades de frutas e hortaligas, tendo correlacdo com

a atividade antioxidante de cada uma delas.
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O grupo dos acidos hidroxibenzdicos sdo constituintes da estrutura dos taninos hidrolisaveis,
e estdo presentes em pequenas quantidades nos vegetais consumidos pelos humanos (Oliveira &
Bastos, 2011; Rockenbach et al., 2009).

Os &cidos hidroxicindmicos estdo presentes em diversos produtos alimentares, como o café,
ameixa, erva mate, maca e também podem ser encontrados na sua forma livre em alimentos como o
tomate e a cerveja, exemplos de compostos dessa classe sdo os cidos cafeico, ferulico e sinépico
(Oliveira et al., 2011). Nas folhas de oliveira, o grupo dos &cidos hidroxicindmicos, estdo presentes
em quantidades significativas e principalmente sob a forma de combinacdes tipo éster ou glicosideos,
como os esteres dos &cidos cafeico e seus derivados, cumarico e ferulico, e também o acido

clorogénico e acido galico (Afonso, 2014; Cagliari, 2017).

Tabela 2: Estruturas dos acidos fenolicos presentes na folha de oliveira

Compostos .
Classes . Estrutura quimica
fenolicos
HsCO 0
Acido fertlico z > Vi <
OH OH
OH
j’H HO, = _OH
HO. . = g,
l__.-;.l.\:_-;—\ " Oﬁ,;.TZH
Verbascosideo "o
HO -
A
1
HO “-r’
. HO
Acidos
OH
hidroxicinamicos . _
Acido cafeico ° e on
OH
HO CO,

Acido clorogénico

H
L
HO" ™" 0 &
OH OH
OH
OH
Acido p-cumarico HO“/\V©/
0
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Acido galico
HO OH
OH
COOH
Acidos Acido siringico
hidroxibenzdicos HzCO OCH;
OH
@) OH
Acido vanilico
O/CHs
OH
Fonte: Adaptado de Afonso (2014)
2.2.2.3. Alcoois fendlicos

Os éalcoois fendlicos (Tabela 3) sdo substancias que estdo presentes na folha de oliveira em
quantidade significativa, sob a forma de hidroxitirosol (3,4-dihidroxifenilmetanol) e tirosol (p —
hidroxifeniletanol), podendo também ser processados como derivados da oleuropeina (Micol et al.,
2005). Estes compostos contribuem para o0 amargor, adstringéncia das folhas de oliveira e conferem-
Ihe resisténcia a oxidacdo (Singh et al., 2008). O hidroxitirosol é um composto de reconhecida
bioatividade, sobretudo do pontos de vista antioxidante e antimicrobiano (Leonardis et al., 2008),
cardioprotetor, anticancerigeno, neuroprotetor e com efeitos enddcrinos benéficos (Markovi¢ et al.,
2019).

A sua capacidade antioxidante esta relacionada com sua afinidade estrutural com alguns
compostos, fungdo protetora nas células e por ter uma estrutura simples que também esta presente no
organismo humano. Além disso, a capacidade antioxidante da-se devido a presenca da porcéo o-di-
hidroxifenil, que atua quebrando liga¢cfes da cadeia através da doacdo de &tomos de hidrogénio para
o radical peroxilo (ROO*) (Markovi¢ et al., 2019; Martinez et al., 2018).

O tirosol é um composto fendlico muito estavel quando comparado com outros compostos da
mesma categoria. Mesmo em condi¢es criticas é capaz de manter a atividade antioxidante, resistindo
também a auto-oxidacdo. Apresenta efeito neuroprotetor, inibe o desenvolvimento de diferentes
estirpes de bactérias responsaveis por infe¢Ges intestinais e respiratdrias. Este composto possui baixa
biodisponibilidade, sendo rapidamente absorvido e excretado pelo organismo, em apenas oito horas

apos o seu consumo (Markovi¢ et al., 2019; Medina et al., 2006).
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Tabela 3: Alcoois fenélicos presentes na folha de oliveira

Compostos o
. Estrutura quimica
fenolicos
HO. H
Hidroxitirosol O;@/\/O
H
Alcoois
fendlicos
HO
Tirosol

Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2018)

2.2.2.4. Secoiridoides

Os secoiriddides (Tabela 4) sdo um grupo de compostos encontrados nas espécies de Oleaceae
incluindo a oliveira (O. europaea), sdo originarios dos metabolitos secundarios das plantas. Os
secoiridodides derivam dos glicosideos oleosideos compostos caracterizados pela presenca do &cido
elenolico (ou seu derivado) na sua estrutura, representam a maioria dos compostos polifendlicos
presentes nas folhas de oliveira e no azeite (Afonso, 2014; Celano et al., 2019). Um dos mais
importantes € a oleuropeina, composto mais abundantes nas folhas de oliveira com concentracfes de
60-90 mg/g de matéria seca nas folhas de arvores jovens (Gamli, 2016).

Quimicamente, a oleuropeina, que € um fenol complexo possui uma estrutura grande. Esta é
a responsavel pelo amargor das azeitonas, e pode ser identificada como éster heterosidico do acido
elenoico e dihidroxietanol (Coppa, 2016; Efmorfopoulou & Rodis, 2004). A molécula da oleuropeina
pode ser hidrolisada com outros compostos como o &cido elendlico glucosido, aglicona da
oleuropeina, glicose e o seu principal derivado o hidroxitirosol (Pacetta, 2013), fazendo parte dos
fenois da folha da oliveira. Alguns trabalhos demonstraram que a oleuropeina pode ser efetiva contra
certos microrganismos, como bactérias, virus, fungos e alguns tipos de parasitas (Benavente-Garcia
et al., 2000; Gorzynik-Debicka et al., 2018).

Além dos beneficios mencionados, a oleuropeina foi estudada no combate as bactérias mais
preocupantes na industria alimentar, formadoras de biofilme e com grande resisténcia aos
antimicrobianos utilizados, tendo-se verificado que a presenca de oleuropeina potencializa o efeito

bactericida dos compostos comerciais utilizados, mais especificamente o acido peracético
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principalmente para eliminacdo de biofilmes formados por Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli em superficies inertes (Dominciano, 2015).

Tabela 4: Secoiriddides presentes nas folhas de oliveira

Compostos fendlicos Estrutura quimica
HOD\/\
HO o]
1 1 8]
Demetiloleuropeina - %COOH
HO’&O: |
HO

o 0
OH
O OH
HO. N N
, - Oz
Oleosido Y.
OH
OH -
HO‘:EECL 0" xy"0
HO! (o]
. T IV
Oleuropeina
OH
OH
o Aglicona da
Secoiridéides i
oleuropeina
Oleurdsido
Ligstrosido

Ligstrosido aglicona

Fonte: Adaptado de Tsimidou et al. (2010)
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2.3. Inovacéo no setor de infusdes

A inovacéo de produtos é um item fundamental para a sobrevivéncia da maioria das empresas,
tendo sempre que relacionar a inovacdo com as tendéncias, necessidades ou moda de consumo
(Barboza et al., 2003). A industria de alimentos esta sempre inclinada a desenvolver diversos produtos
que satisfacam os consumidores, que atualmente tém expectativas altas em relacdo aos novos
produtos, em questdo de qualidade e atendimento as suas necessidades, tornando a fidelidade as
marcas diminuida e o0 mercado alimenticio mais competitivo (Wille et al., 2004).

O processo de desenvolver um novo produto na &rea alimentar € complexo, pois exige a
participacdo de diversos setores dentro da empresa, ou seja, € um projeto multidisciplinar que envolve
a equipe de pesquisa e desenvolvimento, marketing, producédo, entre outros (Wille et al., 2004). A
tendéncia atual no setor alimentar é a alimentacdo saudavel, com o intuito de melhorar a qualidade
de vida substituindo os produtos com ingredientes que quando consumidos em excesso prejudicam a
salde, por aqueles naturais ao organismo ou até mesmo que traga beneficios ao nivel do organismo
humano (Gouveia, 2006).

A mudanca na alimentacdo dos consumidores € devido as consequéncias observadas durante
anos de uma alimentacdo desregulada o que acarretou no aparecimento de epidemias de doencas
cronicas, como por exemplo, a obesidade que apresenta prevaléncia de comorbidade tendo associada
a mesma doenca, a hipertenséo (Prieto-Hontoria, 2016). O processamento industrial dos alimentos
acarretou num impacto na qualidade nutricional, trazendo para a dieta da populacdo novos
ingredientes e métodos que vao aparecendo nos mercados todos os dias (Monteiro et al., 2016).

E, como consequéncia, atualmente a demanda por alimentos e bebidas que proporcionem
beneficios a satde, sendo eles denominados alimentos funcionais que além de oferecer as funcGes
nutricionais basicas, afetam positivamente as funcGes fisiolégicas do organismo, favorecendo a
saude, reduzindo o risco de doencas e melhorando a qualidade de vida (Couto et al., 2015). Esses
alimentos podem ser classificados de acordo com a sua fonte, de origem animal ou vegetal, e
conforme os beneficios que oferecem e atuam em diferentes areas do organismo como no
comportamento das funcdes fisioldgicas e antioxidante (Moraes, 2007).

Além dos alimentos funcionais, tém-se 0s nutracéuticos, que proporcionam beneficios
medicamentosos e de saude, tendo inclusivamente a prevencao e tratamento de doencgas. Essa classe
de alimentos incluem fibras dietéticas, acidos gordos polinsaturados, proteinas, peptideos,
aminoacidos, minerais, vitaminas e antioxidantes (Moraes, 2007). Para esse tipo de alimento a
prevencao e o tratamento de doencas tem grande significancia, enquanto os funcionais o intuito é
apenas reduzir o risco da doenca, além disso os nutracéuticos podem incluir suplementos alimentares
e outros tipos de alimentos, ja os funcionais devem obrigatoriamente se apresentar na forma de
alimento comum (Kwak & Jukes, 2001; Moraes, 2007).
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Na visdo do consumidor, os produtos funcionais e nutracéuticos devem ser de qualidade,
seguros e que tragam saudabilidade juntamente com sabor, relagdo preco/qualidade e a sua
funcionalidade. O mercado para esse tipo de alimento tem a sua propria caracteristica por ser jovem
e com alto potencial de crescimento, porém € uma area que por ser relativamente nova apresenta a
necessidade de regulamentacdo, controle e comunicacao que seja baseado em pesquisas de alto nivel
para criar confian¢a do consumidor e também dos produtores em uma cadeia de alimentos mais
saudavel e segura (Salgado, 2016). Segundo estudos realizados por Ferrdo (2012), os consumidores
portugueses identificam alimentos funcionais (Tabela 5) como sendo em primeiro lugar frutas e
hortalicas, em segundo os peixes e os frutos oleaginosos, em terceiro, além de identificarem outros

alimentos como sendo benéficos a saude.

Tabela 5: Alimentos que consumidores portugueses consideram funcionais

Tipo de alimento Porcentagem (%)
Frutas e hortalicas 85
Peixes e produtos de pesca 66
Frutos oleaginosos 54
Cereais integrais 50
Laticinios 42
Chéa 29
Carne e derivados 28
Gorduras vegetais 27
Ervas/especiarias 24

Fonte: Adaptado de Ferrdo (2012)

Como observado, o chéa esta entre os alimentos considerados funcionais pelos consumidores,
principalmente por ser uma bebida antiga e conhecida por seus beneficios a salide com a capacidade
de diminuir o risco de certas doengas devido aos compostos bioativos em sua composi¢cdo, como 0S
compostos fenolicos que estdo presentes, por exemplo, nas infusdes de folha de oliveira.

Esses compostos bioativos podem auxiliar na reducéo do risco de desenvolvimento de doengas
cronicas ndo transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, distirbios metabdlicos, cancro e
doencas neurodegenerativas, esses efeitos sdo obtidos através da ingestdo regular na dieta de
alimentos funcionais que contenham essas substancias (Senger et al., 2010).

Essas substancias ttm uma gama ampla de utilidades e beneficios, e podem ser empregadas
em diversas areas no setor industrial e, seguindo o contexto de alimentag&do natural, os antioxidantes
podem ser artificiais e naturais, sendo 0s naturais encontrados em plantas na forma de compostos

fenolicos, como anteriormente mencionado nas folhas de oliveiras, uma fonte de baixo custo por ser
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um subproduto da colheita e da producao de azeite e ideal para a tendéncia de mercado dos dias atuais,
uma vez que a indudstria alimentar se sustenta ao fomentar o desejo dos consumidores (Bernardes et
al., 2010).

2.4. Folhas de oliveira no ambito da indastria agroalimentar

Como anteriormente referido, as folhas de oliveira s&o um subproduto barato e existente em
grande quantidade. Assim, podem ser valorizadas com o objetivo de aumentar a sustentabilidade
desse setor agricola, uma vez que as folhas sdo abundantes e ricas em substancias que podem ser
utilizadas na inddstria agroalimentar (Ahmad-Qasem et al., 2013).

Existem estudos sobre a utilizacdo do extrato obtido através da folha de oliveira e a sua
utilizacdo como agente antioxidante e enriquecedor na industria alimentar. S&o varios trabalhos sobre
a adicdo dos extratos em Gleos vegetais, que normalmente sdo muito suscetiveis a oxidacdo. Ao
adicionarem extrato hidroalcéolico de folha de oliveira, rico em compostos fenélicos e em especial
oleuropeina, aos 6leos de canola e girassol, Jiménez et al. (2017) verificaram que a adicdo reduziu a
formacdo de compostos polares, que indicam a degradacdo dos éleos. Também, Sahin et al. (2017)
ao adicionarem 0,12% de extrato de folhas de oliveira ao éleo de milho observaram a diminuicao de
radicais livres e aumento da estabilidade oxidativa, contribuindo para prolongar o tempo de prateleira
do produto. Por sua vez, Chiou et al. (2007) ao enriquecerem trés tipos de 6leos, de girassol, palma e
azeite, para usar em fritura de batata, observaram um produto final com compostos fendlicos como a
oleuropeina e um 6leo mais rico em biofendis, indicando que estes compostos suportam temperaturas
elevadas de fritura.

A adicdo de extrato aquoso de folhas de oliveira em 6leo de soja, e a avaliacdo da sua
resisténcia ao aquecimento em micro-ondas, aumentou a resisténcia a oxidacdo do 6leo e protegeu
alguns dos seus componentes como a vitamina E (Malheiro et al., 2013). Em produtos carneos, como
hambdrguer fresco, carne moida e carne de ovelha a aplicacdo do extrato de folha de oliveira
aumentou significativamente o tempo de prateleira dos produtos, interferindo positivamente no atraso
da oxidacdo das carnes e na inibicdo do desenvolvimento de microrganismos de deterioracao,
podendo considerar-se que 0 extrato apresenta propriedades funcionais (Al-Rimawi et al., 2017,
Baker, 2014; Shalaby et al., 2018).

Alguns trabalhos reportam o uso de folhas de oliveira em natura principalmente durante a
extragdo do azeite, contribuindo desta forma para a melhoria das caracteristicas sensoriais e de
resisténcia a oxidacdo (Malheiro et al., 2017).

Além da atividade antioxidante, as folhas apresentam capacidade antimicrobiana, que pode
ser uma vertente a ser explorada na inddstria agroalimentar como sua aplicacdo em biofilmes e
producdo de filmes biodegradaveis para conservacdo de alimentos, uma vez que séo eficazes contra

E.coli, S. aureus e L. monocytogenes (Dominciano, 2015; Martiny et al., 2018; Ribeiro et al., 2017).
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Os estudos a procura de aditivos de origem natural intensificaram-se devido a mudanca dos
habitos alimentares dos consumidores e dos efeitos colaterais na saude ocasionados pelo seu
consumo, Como a procura por compostos naturais que retardam a oxidacao lipidica, que no caso € a
folha de oliveira, para aumentar a qualidade do produto, prolongar a vida de prateleira e manter ou
também aumentar o valor nutricional dos alimentos (Al-Rimawi et al., 2017) e associando esse fator
ao da sustentabilidade eles se tornam formas propicias para a valorizacdo de residuos no setor da

olivicultura.

2.5. Infusdes

A infusdo é um processo utilizado para extrair compostos quimicos de plantas a partir da sua
imersdo em &gua a temperaturas elevadas para acelerar o processo. Muitos dos consumidores
confundem as infusdes com cha. Contudo a terminologia “cha” é designada apenas as infusdes
preparadas com variedades de Camellia sinensis, que é uma das bebidas mais consumidas do mundo
devido ao seu sabor, seus beneficios para a salde e aspetos culturais e sociais (Zachara et al., 2018).

As infusdes sdo obtidas de plantas ou partes delas desidratadas, com grande popularidade na
atualidade. Fazem parte de uma dieta equilibrada e diferem das outras bebidas por apresentarem
baixos teores em agUcar e reduzidas calorias para além da elevada riqueza nutricional (Ribeiro, 2015).
As partes das plantas que séo utilizadas para a obtencdo das infusGes dependem da localizacdo das
suas substancias aromaticas, que podem estar presentes nas folhas, nos frutos ou nas flores.

Sdo utilizadas cerca de 300 plantas diferentes e mais de 400 partes delas como constituintes
para a preparacgdo das infusGes, como por exemplo, as folhas, frutas ou flores. A infusdo é uma bebida
utilizada como uma opc¢do saudavel para o consumo no intuito de atingir o objetivo de ingerir no
minimo dois litros de liquidos com baixo teor caldrico por dia (THIE, 2019; Zachara et al., 2018).
Especificamente, no nordeste de Portugal as espécies mais utilizadas em preparo de infusdes sdo
Melissa officinalis L. (Cidreira), Foeniculum vulgare Mill. (Funcho), Matricaria recutita (Camomila)
e Tilia platyphyllos Scop. (Tilia) (Ribeiro, 2015).

O seu consumo tem aumentado rapidamente, devido a comprovacéo das atividades bioldgicas
benéficas que proporcionam para quem as ingere (Zhang et al., 2020).

Muitos dos compostos fenolicos que estdo presentes nas plantas, sdo antioxidantes mais
eficazes que as vitaminas C e E, a capacidade de se ligar aos radicais livres € essencial para a
prevencao de danos oxidativos nas células do corpo humano, que podem ser causados pela exposi¢ao
a certos compostos quimicos, o interesse nesses compostos provenientes de origem natural aumentou
devido a associacdo do consumo de compostos comerciais sintéticos como o Hidroxianisol Butilado
(BHA), Hidroxitolueno Butilado (BHT) e ésteres do acido galico a efeitos negativos a saude
(Shikanga et al., 2010).
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Devido ao crescente consumo de infusdes, as empresas tém desenvolvido diferentes formas
de apresentacdo do produto para facilitar o seu uso. A utilizacdo de saquinhos de cha, mais
convenientes no uso do que a planta a granel, tem tido aplicagdo generalizada, principalmente nos
locais de trabalho, pela facilidade de preparacdo, facil de descartar, economizam tempo e estdo
disponiveis com ampla variedade de sabores no mercado que ainda podem ser misturados inovando
no sabor (Bassi et al., 2020). No entanto saquetas de folhas de oliveira ainda ndo séo usuais na maioria

das marcas comerciais, pelo que ha ainda um conjunto de estudos a serem realizados.

2.5.1. Fatores que influenciam na qualidade das infusoes.

A preparacdo de infusBes encontra-se muito relacionada com a cultura do Pais onde séo
preparadas. Alguns aspetos como o tempo de infusdo, proporc¢do de planta e dgua utilizadas, agitacéo,
temperatura, qualidade da agua, tém implicacbes na quantidade de compostos extraidos,
influenciando nas caracteristicas sensoriais e na bioatividade das infusdes (Ribeiro, 2015).

No processo de preparo das infusdes, o tempo de contato com a agua € um dos fatores que
contribui para que os compostos antioxidantes fiquem retidos, quando em excesso pode danificar as
folhas e quando em quantidade insuficiente pode iniciar o processo de fermentacdo, e no momento
em que esse processo ocorre as propriedades antioxidantes e as caracteristicas organolépticas podem
ser afetadas (Singh et al., 2014).

A maneira usual de preparacao das infusdes € proceder a adi¢do de agua quente as folhas ou
saquinhos, com o objetivo de extrair os compostos a serem ingeridos, sendo necessario haver algum
tempo de contato com a agua. Existem, fundamentalmente, cinco fatores que podem influenciar a
quantidade de compostos extraidos e nas propriedades sensoriais das infusdes, que sdo a qualidade
da &gua, a concentracdo de plantas, a temperatura da dgua, a qualidade da matéria prima e o tempo
de infusdo. O aperfeicoamento dessas condicdes possibilita que os consumidores apreciem as infusdes
com um nivel sensorial elevado, sem a necessidade de adi¢do de agucares que acabam mascarando
possiveis sabores desagradaveis, tornando o consumo das infusdes um prazer e ndo apenas pela
necessidade dos seus efeitos medicinais (Ferreira, 2016).

A qualidade da agua utilizada nas infusGes é um parametro essencial para a obtenc¢do de um
produto final com qualidade. O teor de minerais presentes na dgua, por exemplo, pode influenciar a
capacidade de extracédo de polifenois. O célcio reduz a extracdo devido a sua fixa¢ao na parede celular,
ou seja, quanto maior a quantidade de compostos minerais na dgua, menor é o rendimento de extracdo
de compostos organicos das folhas (Mossion et al., 2008). A utilizacdo de agua pura pode ser uma
solucdo uma vez que nos trabalhos realizados por Zhang et al. (2017), o uso de agua pura, em
comparacdo com agua de nascente e agua de torneira, na preparacdo de chas alcangou um teor

superior de compostos, 0 que estara relacionado com a baixa acidez e menor viscosidade. No entanto,
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0 mesmo estudo indica que na extracdo de compostos como a cafeina e a teanina a agua de nascente
foi mais eficiente, enquanto a 4gua pura aumentou as notas sensoriais do cha relativamente a cor,
aroma e sabor.

A qualidade da matéria prima € também um fator com influéncia determinante uma vez que
pode ter uma relacdo direta com as caracteristicas sensoriais e a quantidade de compostos extraidos.
Por outro lado, a quantidade de matéria-prima utilizada para a preparacdo tem interferéncia na
temperatura e no tempo de infusdo para obter uma infusdo sensorialmente agradavel, afetando a
quantidade de compostos extraidos e consequentemente a bioactividade das infusGes (Cardoso,
2013).

A temperatura tem também uma influéncia determinante. Alguns estudos avaliaram a
influéncia da temperatura sobre a extracdo de compostos bioativos de chas (Almeida et al., 2019;
Bassi et al., 2020; Yildirim et al., 2017). No geral, quanto mais alta a temperatura maior é a extracao
dos compostos. Os mesmos autores avaliaram o tempo de contato e o tamanho da matéria utilizada
para a infusdo, concluindo que quanto menores as particulas, maior a superficie de contato com a
agua e melhor a extracao de substancias das folhas.

Segundo Liu et al. (2018), no caso do cha verde, para ter uma alta atividade antioxidante as
condicdes 6timas de preparacdo sdo de 90°C durante aproximadamente 9,50 minutos enquanto para
melhores caracteristicas sensoriais, as condi¢des sdo de 82°C por 5,70 minutos. Uma vez que também
as folhas de oliveira sdo muito ricas em compostos fendlicos, a preparacdo de infusdes com essa
matriz pode ter caracteristicas semelhantes. Os estudos feitos por Yildirim et al. (2017) também
indicaram gue a temperatura elevada e maior tempo de contato aumentam a quantidade de compostos
bioativos presentes nos chés, e que por esse motivo as condi¢des da infusdo devem ser ajustadas para
melhorar a funcionalidade da bebida.

Almeida et al. (2019) realizaram um estudo sobre a influéncia do método de preparacdo nas
concentragdes de compostos fendlicos e na atividade antioxidante e antidiabética de cha verde e preto,
e concluiram que a temperatura da 4gua tem impacto na composi¢do do cha obtido, recomendando a
preparacdo nas temperaturas de 80 e 90°C para a obtengdo de uma bebida com boas propriedades
antioxidantes. Compararam também a utilizagdo de saquinhos de cha com folhas na preparacao das
infusdes, observando-se maior concentracao de fendis quando eram utilizados saquinhos, o que esta
relacionado com uma maior area de superficie das aberturas nas saquetas de cha permitindo uma

melhor extracdo dos compostos antioxidantes.
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Materiais e
metodos




3. Materiais e métodos
3.1. Amostras

Para o presente trabalho foram utilizadas amostras de folhas de oliveira cv. Santulhana, uma
cultivar de Tras-os-Montes. As folhas foram colhidas na localidade de Santulhdo, Vimioso, em mar¢o
de 2019. Apds colheita foram transportadas para o laboratdrio, escolhidas e retirados os ramos, folhas
malformadas e que apresentavam sintomas de ataque de praga ou doencas. SO se utilizaram folhas
adultas do ano anterior. Em seguida, realizou-se a secagem das folhas em estufa a 50°C durante um
periodo de 24 horas. Ap0s o processo de desidratacdo as folhas foram embaladas em sacos plasticos

e foram mantidas no escuro até a sua utilizacao.

3.2. Preparacéo das infusfes/extratos

Para suceder a avaliacdo da atividade antioxidante das folhas de oliveira foram preparadas
infusbes/extratos em diferentes condicdes.

Inicialmente reduziu-se o tamanho das folhas manualmente, com o auxilio de uma tesoura até
alcancar a granulometria desejada, de cerca de 3mm, das quais foram preparadas por¢des com 1g, 29
e 3g de folhas em 200 mL. Para tal, foi utilizado uma balanca analitica RADWAG AS 220.R2, para
pesar as diferentes por¢des de folha de oliveira. Apos a pesagem das porcdes, foi feita a preparacao
de infusdes com diferentes temperaturas, 60°C, 70°C, 80°C,90°C e 100°C.

Para a preparacgdo das infusdes, foi utilizada &gua engarrafada da marca Luso, uma vez que se
considera hiposalina. Em copos de 250 mL adicionaram-se 200 mL de agua a temperatura desejada
e em seguida, utilizando o filtro de cha de aco inoxidavel, foram imersas as folhas que permaneceram
em contato com a dgua a temperatura desejada durante 5 minutos. Apds esse periodo esperou-se que
as infusdes arrefecessem até a temperatura ambiente, taparam-se 0s copos, e foram congelados. Para
cada combinacdo de quantidade de folha e temperatura foram utilizadas trés repeti¢des para cada
infuséo.

Ap0s o congelamento, as infusdes foram colocadas no liofilizador (SCANVAC-CoolSafe) até

liofilizacdo completa. Avaliou-se o rendimento de extracdo em percentagem da liofilizacao.

3.3. Caracterizacdo das infusbes de folhas de oliveira da cv. Santulhana e sua atividade
biologica
Em cada um dos extratos obtidos foi avaliado a composicdo em compostos fenolicos
individuais por HPLC/DAD, a capacidade redutora total, o efeito bloqueador de radicais livres de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), o0 método ABTS [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina) 6-acido

sulfénico], o poder redutor e os diferentes grupos fendlicos. Cada extrato foi avaliado em triplicado.
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Posteriormente, foi preparada uma nova bateria de infusdes, de acordo com o procedimento descrito,
onde foi avaliada a fragdo volatil por GC/MS e se procedeu a analise sensorial com recurso a um
painel de provadores treinados.

3.3.1. Determinacéo do perfil fenolico por HPLC/DAD

O perfil dos compostos fendlicos foi avaliado por cromatografia liquida de alta performance
(High Performance Liquid Cromatography-HPLC), num equipamento com mddulo de separacao
Knauer Smartline, com sistema de refrigeracdo definido a 4°C, um detector Knauer DAD e equipado
com um amostrador automatico Knauer Smartline 3800. Foi utilizada uma coluna C18 Spherisorb
(250 x 4 mm id, particula de 5 um de diametro de extremidade) (Nucleosil Macherey-Nagel), em fase
reversa, sendo mantida a 30°C. Como solvente utilizou-se um gradiente de agua / &cido férmico (19:1)
(A) e metanol (B), que foram previamente filtrados a vacuo e desgaseificados. A taxa do fluxo
empregada foi de 0,9 mL/min com gradientes variando até aos 66 minutos de analise, 5% B aos 0
minutos, 15% B aos 3 minutos, 25% B aos 13 min, 30% B em 25 min, 35% B em 35 min, 40% B em
39 min, 45% B em 42 min, 45% B em 45 min, 47% B aos 50 minutos, 48% B aos 60 minutos, 50%
B aos 64 minutos e 100% B aos 66 minutos.

Para realizar a analise, 0s extratos aquosos foram dissolvidos a uma concentracéo de 75mg/mL
e todas as amostras foram filtradas em uma membrana de 0,2um de Nylon (Whatman), sendo
utilizado como volume de inje¢do 10 pL. Foram obtidos picos entre 200 e 400 nm. A identificacdo
dos compostos fenolicos foi realizada por comparacédo dos tempos de retencéo e espectros dos picos
cromatograficos obtidos com os dos padrdes auténticos analisados nas mesmas condicGes. Para
quantificar os compostos fendlicos as absorvancias registadas nos cromatogramas foram observadas

e comparadas com as retas de calibracdo preparadas a partir de padrdes externos.

3.3.2. Avaliacdo da capacidade redutora total

Para avaliacdo da capacidade redutora total nas amostras liofilizadas utilizou-se o método de
Singleton e Rossi (1965), com algumas modificagdes. Dessa forma, em 1 mL das amostras, as varias
concentragdes, adicionou-se 1 mL do reagente de Folin e Ciocalteu (Adrich Chemistry) e foi feita
agitacdo em vortex, deixando reagir em repouso por 3 minutos. Depois de passado o tempo estimado,
adicionou-se 1 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (Na2COz) e 7 mL de &gua destilada
agitando novamente a mistura.

A solucdo final foi deixada no escuro durante uma hora e meia, lendo-se em seguida
absorvancia no espectrofotdmetro de ultravioleta e visivel (Genesys™ 10 UV) a 725 nm.

Para obtencdo dos dados finais, utilizou-se acido galico para calcular a curva de calibracéo e
os resultados foram expressos em miligramas de acido galico por grama de extrato (mg GAE g*

extrato).
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3.3.3. Determinacdo do efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)

O método de avaliacdo utilizado para detectar a capacidade de bloguear radicais livres de

DPPH dos extratos de folhas de oliveira foi descrito por Hatano et al. (1988). Para isso, utilizou-se

0,3 mL das amostras nas concentracfes predeterminadas, adicionou-se 2,7 mL da solucdo de DPPH

(Adrich Chemistry) e em seguida a mistura foi agitada vigorosamente, e por fim as amostras ficaram

no escuro por uma hora. A leitura espectrofotométrica foi feita a 517 nm e os resultados foram

apresentados em percentagem de inibicdo do DPPH, que foi calculada atraves da seguinte equacao:

A * A
% de inibigdo = %xlOO
DPPH

sendo os valores de Aa correspondentes a absorvancia da solucdo com o extrato da amostra e 0s

valores de ApppH a absorvancia da solucdo de DPPH (branco).

3.3.3.1. Atividade Sequestradora do Radical ABTS (ABTS™)

A formagao do radical ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] é a base
de um dos métodos espectrofotométricos que tem sido aplicado para a medicdo da atividade
antioxidante de produtos. A atividade sequestradora das folhas de oliveira da cv. Santulhana foi feita
seguindo o método de Sanchez et al. (2007) . Primeiramente, 25 mL da solucdo de ABTS"* foi
adicionada a 0,44 mL da solucéo de persulfato de potassio. Em seguida agitou-se a mistura e colocou-
se no escuro por 16 horas. Para preparar a solucdo que foi usada na analise, dissolveu-se aos poucos
a solucdo anterior em etanol absoluto, até a obtengdo de uma absorbancia de 0,70 + 0,02, lidaa A =
734nm. O processo foi adicionar 2 mL da solugdo ABTS preparada e 0,1 mL da amostra com a
concentracdo previamente determinada e agitar. Depois dessas etapas a leitura de cada amostra foi

efetuada num espectrofotometro UV/Visivel modelo Genesys™10 UV.

3.3.4. Determinacéo do Poder Redutor

Para realizar a avaliacdo do poder redutor dos extratos seguiu-se 0 método descrito por Berker
etal. (2007). Dessa forma, foi empregada 1 mL da solucdo do extrato, adicionou-se 2,5 mL da solugdo
tampéo 0,2 M de fosfato de sodio com o pH de 6,6 e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio (KsFe (CN)e)
a 1%. A mistura formada foi agitada e incubada a 50°C por 20 minutos em banho-maria. Apos o
arrefecimento das amostras adicionou-se 2,5 mL de &cido tricloroacético a 10% (m/v), agitando
vigorosamente. Foi retirado 2,5 mL do sobrenadante da mistura e adicionou-se 2,5 mL de &gua

destilada e 0,5 mL de 0,1% de cloreto de ferro (I11). Depois de pronta a mistura com todos os reagentes
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necessarios, esperou-se 2 minutos e a leitura para avaliagdo do poder redutor foi feita em absorvancia
de 700 nm.

3.3.5. Diferentes grupos fenolicos

A determinacdo dos diferentes grupos fendlicos foi efetuada seguindo o método de
Boulanouar et al. (2013). A 1 mL de amostra com concentragdo 1 mg mL™ adicionou-se 1 mL de
solucao de EtOH 96%/ 0,1% HCI, em seguida o volume foi completado até 10 mL com a solucéo de
HCI 2%. A absorvéancia das amostras foi medida a 280 nm para determinar fenois totais utilizando
acido galico como reagente padrdo, a 320 nm para os derivados do &cido hidroxicindmico e como
padréo o &cido caféico e a 360 nm para determinar os flavondis usando como padréo a quercetina,
realizou-se as curvas de calibracdo e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes do

respectivo padrdo utilizado por grama de extrato, sendo mg GAE g; mg CAE g*;mg QE g*.

3.4. Caracterizacdo sensorial, fracdo volatil e taninos hidrolisaveis de infusdes de folha de

oliveira da cv. Santulhana

3.4.1. Analise sensorial

A andlise sensorial das infusbes foi realizada por um painel treinado, da Escola Superior
Agréria do Instituto Politécnico de Braganga, constituido por cinco provadores. Todos 0s parametros
avaliados nas diferentes infusdes obtidas a partir de diferentes concentracdes e temperaturas, estdo de
acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (1SO 4121:2003, ISO 13299:2016, 1SO
3103:2019), com algumas modificagdes. As infusdes foram preparadas com diferentes quantidades
nomeadamente 1, 2 e 3g de folhas de oliveira da cv. Santulhana, colocadas em 200mL de &gua a
diferentes temperaturas de 60, 70 ,80, 90 e 100°C. Foram servidos cerca de 40mL de infusdo aos
provadores. Os parametros avaliados nas diferentes infusGes foram avaliados quanto ao aspecto visual
(coloracéo, intensidade de cor e turbidez), ao aroma (agradabilidade do aroma e intensidade do
aroma), no paladar (intensidade do sabor, persisténcia, amargo, picante, adstringéncia e doce), e
outras sensacOes de aroma e sabor, onde foi utilizada uma roda dos aromas de infusdes como auxilio
para os provadores. Todos esses parametros foram avaliados numa escala de 10cm ndo estruturada

continua de 0 a 10.

3.4.2. Perfil dos compostos volateis

Foi avaliado o perfil dos compostos volateis por HS-SPME (micro extracdo em fase sélida
pelo espaco de cabeca) e GC-MS (cromatografia gasosa com detetor de massas) das infusdes de folha
de oliveira da cv. Santulhana com diferentes temperaturas de preparacdo e concentracfes das

amostras.
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Para extrair os compostos volateis utilizou-se um vial de 50mL contendo 2 mL da amostra na
qual adicionou-se 5L de padrédo interno 4-metil-2-pentanol com concentracdo de 150 ppm com uma
fibra de SPME. Os compostos volateis foram liberados para o headspace durante 5 minutos a 40°C e
foram posteriormente absorvidos pela fibra de SPME durante um periodo de 30 minutos na mesma
temperatura, depois da extracdo a fibra foi recolhida e inserida no injetor de um sistema de
cromatografia gasosa. O procedimento no equipamento de HS-SPME foi realizado em triplicado para
cada amostra e a metodologia aplicada foi adaptada de Malheiro et al. (2017).

A deteccdo e quantificacdo dos volateis foram feitas em um cromatdgrafo gasoso Shimadzu
GC-2010 Plus equipado com um detector de massas Shimadzu GC/MS-QP2010 SE e uma coluna a
coluna TRB-5MS (30 m x 0.25mm x 0.25um) (Teknokroma, Spain). A temperatura do injetor foi
programada para 220°C e as inje¢des foram realizadas manualmente em modo splitless, a fase movel
utilizada consistia em hélio (Praxair, Portugal) programada a uma velocidade linear de 30 cm/s e um
fluxo total de 24,4 mL.min. As temperaturas do forno foram estabelecidas da seguinte forma: 40 °C
durante o primeiro minuto, com um aumento posterior de 2 °C por 32 minutos até alcancar os 220 °C,
e mantida a esta temperatura durante 30 minutos. A temperatura da fonte de ionizagéo foi mantida a
250°C com energia e corrente de ionizacdo de 70 V e 0,1 KV respectivamente e 0s espectros de massa
dos compostos foram obtidos por meio de ionizacdo eletrénica, que foi automaticamente desligada
durante os trés primeiros minutos de cada corrida. Os espectros de massa obtidos foram comparados
com 0s compostos padrdo e com os valores obtidos na base de dados (NIST 11).

Os compostos identificados apos a realizacdo da analise foram quantificados através da
integracdo dos cromatogramas, que foram reconstruidos a partir de um cromatograma full scan com
a utilizacdo do ion de base de cada composto (m/z 100% de intensidade). Para a obtencdo das
quantidades de compostos identificados calculou-se a area de cada composto e realizou-se o calculo
para expressar os resultados em percentagem relativa do composto na amostra. Para tal, utilizou-se a
area calculada de cada composto dividindo-a pela area total do cromatograma, diminuindo da area do

padrdo interno e multiplicou-se por cem, conforme o mostrado na seguinte equagé&o:
% relativa do composto =

sendo o valor de Ac correspondente a area individual de cada composto identificado, Arc a area total
do cromatograma e Ap) a area do padréo interno que foi adicionado a amostra.
3.4.3. Taninos hidrolisaveis

O teor dos taninos hidrolisaveis das folhas de oliveira em estudo foi determinado pelo método
descrito por Elfalleh et al. (2012). A 1 mL da solucdo do extrato das folhas liofilizadas em
concentracdo de 10 mg/mL, foi adicionado 5 mL de 2,5% KIOz e misturou-se a solu¢do no vortex
durante 10 segundos. A absorvancia das amostras preparadas foi medida a 550 nm, sendo o branco
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utilizado apenas agua, que € o solvente utilizado na dissolucdo dos extratos. Para a curva de
calibracdo, foram utilizadas concentragdes diferentes de solucdo de &cido tanico (0,03125 a 0,5 mg
mL7). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de é&cido tanico por grama de

extrato (mg TAE g extrato).

3.5. Analise estatistica

Para a determinacéo da atividade antioxidante e da composicao fendlica das infusdes de folha
de oliveira cv. Santulhana foram utilizadas trés repeticGes para cada tratamento aplicado, realizando
em cada uma das infusdes a leitura em triplicado. Os resultados estdo apresentados em médias com
0S Seus respectivos desvios padréo.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS Statistics, versdo 20.0 (Armonk,
NY: IBM Corp). A homogeneidade e a normalidade foram verificadas pelos testes de Levene e
Shapiro-Wilk. As variaveis dependentes foram avaliadas, e quando observadas normalidade e
homogeneidade empregou-se a analise de variancia (ANOVA) fator Gnico, seguida do teste post-hoc
de Tukey. E quando foi observada a normalidade dos dados, mas ndo a homogeneidade das

variancias, aplicou-se o teste ANOVA Welch, seguida do teste post-hoc de Games-Howell.
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4. Resultados e discussao

Foram diversos pardmetros determinados para avaliar a composi¢do quimica das diferentes
infusbes preparadas a partir da folha de oliveira da cv. Santulhana com o objetivo de verificar qual o
efeito da temperatura e da quantidade de folha adicionada nas diferentes infusées. Em seguida

apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos.

4.1. Rendimento de extracao

Os rendimentos de extracdo obtidos da liofilizacdo das infusdes preparadas a partir de
diferentes condi¢Oes estdo expostos na tabela 6. De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que
a temperatura e a concentracao influenciaram os rendimentos. Observando os resultados da tabela 6,
pode-se verificar que o rendimento da extracdo apresentou uma correlacdo mais efetiva com as

diferentes concentracdes de folhas utilizadas, tendo pouca influéncia das variadas temperaturas.

Tabela 6: Rendimento de extracéo das infusbes

Rendimento de extracgéo (%)

Concentracéo

@) 60°C 70°C 80°C 90°C 100°C p-valor

P1 24,7£4,4%8  240+3,7%A 21,2451%® 39,7+16,5® 30,9+14,2%A NS

P2 11,940,224  26,9+6,4"4 23,241,808 1941 3PAB 29 247 2bA **

P3 11,4+2,6%  153+3,2A 112+35% 14,3+2,8%  12,6+35% NS
p-valor ** NS * * NS

P1- infusdo com 1g de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas

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

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

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap0s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*Qs valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apoés se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que néo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell

De todas as quantidades e temperaturas estudadas, verificou-se que as infusdes com 1g de
folhas apresentaram maior rendimento de extrato, ndo apresentando diferenca estatistica significativa
(p>0,05) em relacéo as diferentes temperaturas utilizadas. Observou-se 0 mesmo comportamento para
as infusdes com 3g de folhas, porém com um rendimento menor. Os resultados obtidos mostram que
com uma quantidade de 3g de folha para 200 mL de &gua provavelmente provoca saturagédo da infusao
reduzindo a eficiéncia da extracdo, o que indica que ndo sera por termos maior quantidade de folha
que aumentara a quantidade de extrato obtido.

Estatisticamente, comparando os valores obtidos entre as concentracdes, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa (p>0,05) nas temperaturas de 70°C e 100°C. No geral, para o

rendimento da extracdo das infusdes, as concentragdes utilizadas expressaram maior influéncia do
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que as diferentes temperaturas, sendo assim, o rendimento da liofilizacdo se mostrou mais eficiente

para as infusdes com 1g de folhas.

4.2. Determinacéo do perfil fenolico

Na determinacdo do perfil fendlico das infusBes de folha de oliveira da cv. Santulhana por
HPLC/DAD, foram identificados e quantificados oito compostos nomeadamente hidroxitirosol
glicol, &cido clorogeénico, acido cafeico, verbascosideo, oleuropeina, rutina, apigenina-7-O-glucésido
e luteolina (Figura 2).

Todos compostos identificados pertencem as principais classes de compostos fenolicos, como
os acidos fendlicos, flavondides, alcoois fenolicos e secoiriddides e estdo de acordo com os resultados
obtidos em trabalhos sobre folhas de oliveira de diferentes cultivares, que identificaram compostos
fendlicos, entre eles, acido galico, hidroxitirosol, quercetina, tirosol, rutina, acido clorogénico,
catequina, &cido vanilico, oleuropeina, apigenina, &cido feralico, acido p-cumarico e acido cindmico
(Brahmi et al., 2013; Ghomari et al., 2019).
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Figura 2: Cromatogramas (HPLC) do perfil fendlico das infusGes de folha de oliveira. Deteccédo a
254 nm: (A) Infusdo a 60°C; (B) Infusdo a 70°C; (C) Infusdo a 80°C; (D) Infusdo a 90°C; (E) Infusdo
a 100°C; (1) hidroxitirosol glicol; (2) Acido clorogénico; (3) Acido cafeico; (4) Verbascosideo; (5)
Oleuropeina; (6) Rutina; (7) Apigenina-7-O-glucésido; (8) Luteolina.
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A quantificacdo dos compostos fendlicos identificados foi feita através de retas de calibracao
com padrdes externos e as concentragdes determinadas nas amostras de infusdes de folha de oliveira
estdo expostas na tabela 7. Os valores das concentragcdes estdo expressos em mg/g de extrato, o total
de compostos fendlicos das infusdes variou de acordo com as formas de preparo empregues, as
amostras com 3g de folhas foram as que forneceram os menores valores, comparativamente as demais

concentragdes.

Tabela 7: Composicdo fenolica das infusdes de folha de oliveira cv. Santulhana expressa em
miligrama por grama de extrato.

Temperaturas
60°C 70°C 80°C 90°C 100°C
S Pl 0,4840,12 0,1040,03 0,09+0,04 0,2620,09 0,6820,44
H'drgi‘ig'):o'so' P2 0,03£0,01 0,0920,04 0,1620,09 0,2920,01 0,19+0,05
P3  0,0240,01 0,0520,01 0,07+0,03 0,12+0,03 0,1020,03
PL  0,07+0,01 0,0520,00 0,0420,01 0,12+0,05 0,0620,03
Acido Clorogénico P2 0,02+0,00 0,0520,02 0,0620,02 0,0420,00 0,07+0,02
P3  0,03£0,01 0,0420,01 0,0320,01 0,0420,01 0,030,01
Pl 0,06£0,01 0,16+0,04 0,0920,01 0,0820,03 0,4520,20
Acido Cafeico P2 0,09+0,01 0,2740,13 0,10+0,07 0,09+0,02 0,5320,16
P3  0,090,02 0,14+0,04 0,03+0,00 0,2420,07 0,19+0,05
Pl 0,690,221 0,4620,09 0,48+0,14 2,00+1,00 0,2020,07
Verbascosideo P2 0,24+0,01 0,30+0,14 0,48+0,34 0,7420,17 0,3020,10
P3  0,210,03 0,36+0,10 0,24+0,08 0,27+0,07 0,23+0,05

P1 30,25+3,90 37,07+5,60 36,34+13,24 87,82+35,27 56,36+28,28
Oleuropeina P2 17,31+2 47 33,99+12,54 41,91+10,03 46,68+5,30 66,30+17,94
P3 13,36+3,04 24,07+3,53 22,44+7,35 35,80+8,12 30,12+8,53

P1 0,14+0,02 0,22+0,07 0,21+0,07 0,60+0,28 n.d
Rutina P2 0,08+0,01 0,21+0,08 0,19+0,09 0,14+0,06 n.d
P3 0,05+0,01 0,10+0,02 0,11+0,03 0,04+0,02 n.d
P1 0,07+0,01 0,06+0,02 0,04+0,01 0,22+0,10 0,06+0,03
Apigenina-7-O-gluc P2 0,09+0,01 0,06+0,02 0,04+0,01 0,12+0,06 0,07+0,02
P3 0,08+0,02 0,04+0,01 0,08+0,04 0,14+0,03 0,12+0,03
P1 0,07+0,02 0,05+0,01 0,06+0,03 0,19+0,10 0,19+0,16
Luteolina P2 n.d 0,13+0,04 0,17+0,04 0,17+0,02 0,26+0,09
P3 0,07+0,02 0,17+0,04 0,09+0,03 0,17+0,05 0,12+0,02

P1  31,84+10,62 38,18+13,05 37,34+12,80 91,27+30,88 58,00+21,20
Total P2 17,88+6,51 35,10+11,96 43,11+14,76 48,27+16,43 67,73+24,97

P3 13,90+4,70 24,98+8,46 23,09+7,90 36,81+12,61 30,92+11,34
Valores médios da quantidicacéo dos compostos fendlicos das infusdes de folha de oliveira cv. Santulhana (média+dp)
P1- infusdo com 1g de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas
n.d Composto néo detectado.
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Para a discusséo dos resultados dos compostos fenolicos, decidiu-se utilizar as percentagens
maéssicas de cada composto (tabela 8) como forma de entender de que modo a temperatura e ou a
quantidade pode influenciar cada composto. Verificou-se que as diferentes infusGes, apresentam
elevadas quantidades de compostos extraidos. Contudo, nos resultados obtidos néo foi verificada uma
correlagdo homogénea entre as concentracdes e temperaturas utilizadas. Dos compostos identificados,
a oleuropeina foi 0 composto maioritdrio com uma percentagem que variou entre 95 e 98% nas
diferentes temperaturas e quantidades de folha. Os resultados obtidos estéo de acordo com o trabalho
feito por Ghomari et al. (2019), que estudou o perfil fendlico de folhas de oliveira de acordo com o
procedimento de extracdo, e também identificou a oleuropeina como sendo o principal composto
presente nas folhas de oliveira, para extracdes realizadas com &gua destilada e metanol 80%.

Para a infusédo com 1g de folhas, a menor percentagem obtida foi na temperatura de 60°C
(95,06+0,66%), sendo diferente estatisticamente das outras temperaturas que apresentaram
percentagens ligeiramente mais altas. Nas temperaturas de 70°C e 80°C a quantidade de oleuropeina
extraida na infusdo ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 5% de
probabilidade e a 90°C e 100°C as percentagens obtidas estdo proximas, ou seja, € um composto que
Sse consegue extrair a temperaturas altas e medianas, conforme mostra o estudo de Malik e Bradford
(2008) sobre a recuperacdo e estabilidade da oleuropeina e outros polifendis em folhas de oliveira, e
0 comportamento nas demais concentracdes, de 2 e 3g, foi similar ao citado anteriormente.

Ao realizar a comparacdo entre as quantidades de folhas utilizadas, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa em duas das temperaturas estudadas, a 70°C, na qual a percentagem
extraida foi de 97,12+0,25, 96,76+0,21 e 96,39+0,42 e 80°C com os valores de 97,23+0,31,
97,27+1,04 e 97,23+0,07 para as concentracdes de 1, 2 e 3g, respectivamente. Nessas temperaturas,
nota-se que a quantidade de oleuropeina ndo esta diretamente relacionada com a concentracdo. Os
valores obtidos estdo de acordo com Gonzalez et al. (2019), que mesmo com a utilizacdo de métodos
diferentes de extracdo, seus estudos apontam a oleuropeina como composto maioritario
contabilizando 85% de todos os compostos identificados, seguido do hidroxitirosol glicosideo e
verbascosideo.

O segundo composto mais representativo das infusdes é o verbascosideo onde observou-se
valores percentuais variando de 0,36 a 2,14%. O aumento da temperatura mostrou diminuicdo na
quantidade extraida de verbascosideo, para a infusdo com menor concentracdo nas temperaturas de
60°C e 100°C foram obtidas as percentagens de 2,14+0,39 e 0,36+0,09, respectivamente. O terceiro
composto presente em maior proporc¢do foi o &cido cafeico, com variagdo de 0,09 a 0,8%, que ao
contrério do citado acima, obteve um ligeiro aumento com a elevacéo da temperatura com valores de
0,20£0,01 para 60°C e 0,78+0,08 a 100°C. Resultados semelhantes foram apresentados por Altiok et

al. (2008), Ozcan et al. (2017) e Xie et al. (2015), na quantificacdo de compostos fendlicos individuais
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em extratos de folha de oliveira também tendo a oleuropeina como principal composto, verificando-
se valores de 6,53 mg g* para a oleuropeina, seguido do &cido cafeico (2,71 mg g*) e verbascosideo
(0,83 mg g1), os outros compostos identificados tinham apenas tracos presentes nas amostras.

No que se refere as formas de preparo das infusdes e extracdo dos compostos, a utilizada no
estudo estad conforme o preparo tradicional de saquetas de cha e o estudo feito por Japén-Lujan e
Luque de Castro (2006), utilizando variadas formas de extracao, verificou com a anélise HPLC/DAD
que o composto detectado com maior concentracdo esta de acordo com os resultados obtidos. Em
primeiro a oleuropeina seguido do verbascosideo, além disso, foi concluido que a folha € uma fonte
potencial de compostos bioativos de baixo custo, pois sdo subprodutos da producdo de azeite e
azeitona de mesa, além dos métodos e materiais utilizados serem simples.

No estudo feito por Malik e Bradford (2006), o verbascosideo estava ausente nas folhas
jovens, porém foi detectado nas folhas maduras em concentragdo de 0.66+0.02 mg g folha fresca,
sendo assim, a escolha da utilizacdo de folhas maduras no estudo em questéo foi correta, uma vez que
as folhas jovens podem ser deficientes de alguns compostos fendlicos, uma vez que a sua

identificacdo e quantificacdo eram os objetivos do estudo.
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Tabela 8: Composicdo fenolica das infuses de folha de oliveira cv. Santulhana expressa em
percentagem massica.

Temperaturas

60°C 70°C 80°C 90°C 100°C \éae";r
Pl 151+020'®  027+40,05"8  0,224¢0,05"A  0,29+0,03** 1,1240,18"A  **
Hidroxitirosol glicol P2 0,18+0,03*  0,27+0,00®®  0,3820,20®A  0,61+0,06"  0,20+0,0188  **
P3 0,160,001  0,210,01"  0,31:0,02°A  0,33+0,02°A  0,34£0,01C  ***

. . NS sk sk
Pl 021#0,01°  0,14+0,01°  0,11:0,02%4  0,13+0,01® 0,110,012  **
Acido Clorogénico P2 0,14+0,02"®  0,14+0,00®  0,14+0,03"*A  0,08+0,00%A  0,1040,00%A  *=
P3 0,100,001  0,14+0,01"  0,14+0,02"  0,10£0,00*  0,1140,012A  ***

ok NS NS ok NS
Pl 0,20£0,01%8  0,42+0,08°A  0,27+0,09"A  0,09+0,00*  0,78+0,08%8  ***
Acido Cafeico P2 053+0,07°  0,75:0,15%  0,23+0,11%A  0,18+0,04®  0,78+0,05®  ***
P3 0,630,048 0,57+0,08"8  0,15:0,03*A  0,64+0,05°C  0,62+0,01°A  ***

*k*k ** NS *k*k *
Pl 214%0,39%®  1,10+0,07"8  1,31+0,13"  212+4033°"  0,36£0,00A  ***
Verbascosideo P2 1,38+0,14"  0,840,15%A  1,0620,69"A  153+0,20%A  0,43+0,05%A  **
P3  1,50£0,11°A  1,43+021"  1,03:0,04%4  0,7240,07%8  0,76£0,06  ***

* ** NS ** *
Pl  0506£0,66* 97,12+0,25"A 07,23+0,31"" 06,30£0,34°A 97,22+0,11PA  ***
Oleuropeina P2 96,820,198  06,76+0,21%A 07,27+1,04%A 067240,15A 97,0140,07%8  ***
P3  96,05:+0,18%8 06,39+0,42%A 97,23+t0,07°A 97,27+0,17"8 07,30+0,13"A  ***

ok NS NS * *
Pl 045:0,01 0,570,12%A  0,57+0,02°A  0,64+0,08" n.d Hokk
Rutina P2 0,46+0,03%A  0,60+0,09%  0,43+0,17%A  0,28+0,10° n.d ok
P3  0,38:0,07°A  0,40+0,04"  0,46+0,07"  0,11+0,03* n.d Hokk

NS NS NS ok

Pl 0,22+#0,01°  0,15¢0,02%A  0,10+0,03%A  0,23+0,03"  0,10£0,016A  ***
Apigenina-7-O-gluc P2 0,50+0,01°®®  0,18+0,04%A  0,08+0,02%A  0,25+0,14%AB  (,1040,020A  ***
P3  0,610,03C  0,17+0,03%A  0,32+0,07"®  0,3740,02°8  0,37+0,01%8  ***

**kk NS ** ** *k*k
Pl 023+0,03*  0,14+0,02%A  0,19+0,10°*  0,20£0,05* 0,31:0,18 NS
Luteolina ) n.d 0,38+0,07%8  0,39+0,06®®  0,34+0,01%® 0,380,054 NS
P3  0,49+0,05®  0,68+0,05°C  0,37+0,00®  0,46£0,05°C  0,4040,06°A  ***

Valor de p Fkx Fkx * falaied NS

P1- infusdo com 19 de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas
As médias com letras diferentes e mailscula indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p<0,05)
As médias com letras diferentes e mindscula indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p<0,05)

n.d Composto nédo detectado.

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap0s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<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 nao se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***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<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell
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Em relacdo ao hidroxitirosol glicol, foi identificado e quantificado em todas as amostras em
estudo. O seu conteudo variou de 0,16+0,01 para infusdo com 3g, a 1,51+0,20 para infuséo de 19,
ambos na temperatura de 60°C. Esse composto esta presente ndo somente nas folhas da oliveira, mas
também nas azeitonas frescas, azeites em aguas rucas (Mendes, 2012).

No que respeita aos demais compostos, nomeadamente, o acido clorogénico, luteolina,
apigenina-7-O-glucésido e rutina foram os presentes em menor quantidade em todas as infusdes
analisadas. Para a rutina, um flavondide, seus resultados mostram entre as diferentes concentracoes e
nas temperaturas de 60,70 e 80°C ndo existem diferencas estatisticas (p<0,001). Jaa 90°C, a diferenca
entre os valores foi notavel, sendo eles, 0,64+0,08 (1g), 0,28+0,10 (2g) e 0,11+0,03 (3g), expressando
uma diminuicdo da percentagem de extracdo de acordo com o aumento da quantidade de folhas nas
infusdes. Na maior temperatura utilizada (100°C), a rutina ndo foi detectada considerando a hipétese
de que na temperatura utilizada pelos consumidores para a preparacdo das infusdes esse composto se
degrada. Além de estar presentes em infusdes de folhas de oliveira, a rutina foi identificada nos
estudos de Silva et al. (2006), em extratos de pasta de azeitona e em extratos de folhas de oliveira.

O 4cido clorogénico, um &cido fendlico, foi quantificado em todas as infusdes com valores
baixos, nas temperaturas de 70, 80 e 100°C, nao foi observada diferenca estatistica entre as
concentragdes, ou seja, a quantidade extraida nas amostras foi considerada igual. Para as infusdes
preparadas a 90°C a percentagem da amostra com 2g de folhas foi a menor obtida (0,08%), enquanto
nas concentracdes de 1 e 3g os valores foram de 0,13% e 0,10%, respectivamente. Este composto é
considerado importante como sinal fisioldgico da periodicidade da oliveira, mais presente na época
de floracdo e frutificacdo. O acumulo desse composto ocorre nos meses de Julho e Agosto (Mert et
al., 2013), assim sendo, os baixos valores obtidos no estudo em questdo estdo de acordo com o
mostrado na literatura, uma vez que, as folhas foram coletadas no més de Marco.

Diferencas assinalaveis foram observadas para os valores obtidos para a luteolina, um
flavonodide com propriedades antioxidantes e um dos compostos minoritarios das infusées. A sua
percentagem variou de 0,10% a 0,68%. A temperatura de 60°C, para a infusio com 2g de folhas, ndo
foi possivel identificar e quantificar esse composto, e para as demais temperaturas ndo houve
diferenca estatistica significativa (p<0,001), sendo assim, para essa concentra¢do a temperatura ndo
influenciou na quantidade extraida de luteolina. Para as demais concentracgdes, foi possivel quantificar
a luteolina a 60°C e os valores foram de 0,23% (1g) e 0,49% (3g) e com isso, observa-se que 0
aumento da concentracéo, eleva ligeiramente a presenca desse composto na infusdo, por exemplo,
para a temperatura de 90°C houve diferenca estatistica (p<0,001), sendo os valores obtidos de 0,20%,
0,34% e 0,46%, para as infusbes de 1,2 e3 g, respectivamente.

Comparativamente ao estudo feito por Silva et al. (2006), na identificacdo de compostos

fenolicos em extratos e infusdes de folha de oliveira da cv. Negrinha de Freixo, da regido de Tras-os-
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Montes, foram tambem identificados e quantificados oito compostos. Além disso, foi observada
similaridade entre os cromatogramas obtidos das infusdes e dos extratos, mas apesar da analogia, as
infusdes apresentaram maiores niveis em compostos fendélicos comparativamente com os extratos de
folhas secas, a extracdo com agua quente realizada nas infusbes elevou a quantidade de certos
compostos em relacdo a extracao feita com agua:metanol. Para tal, as infusdes com folhas de oliveira
da cv. Santulhana, também apresentaram quantidade significativa dos compostos identificados
equivalente ao demonstrado por Silva et al. (2006).

E notorio, que as amostras das infusdes de folhas de oliveira que foram submetidas as analises
apresentaram diferencas consideraveis em relacdo a quantidade individual de compostos (Tabela 8)
em cada tratamento aplicado. Os compostos fendlicos identificados e quantificados nas folhas de
oliveira da cv. Santulhana podem estar relacionados com o grau de exposicao da oliveira ao sol e a
quantidade de agua durante o periodo de vegetacdo, por esse motivo, a composicdo fenolica difere
entre as cultivares, época de colheita, solo e condi¢des edafocliméticas (Teleszko &Wojdyto, 2015).
Além disso, outros aspectos agrondémicos, tratamento aplicado nas folhas antes do preparo das
infusdes, o tempo de contato da folha com a &gua e a granulometria sdo fatores que se relacionam

com a composicao fendlica das infus@es.

4.3. Atividade antioxidante das folhas de oliveira da cv. Santulhana

A capacidade antioxidante de produtos de origem natural € uma especificacdo muito
importante para estabelecer seus possiveis beneficios para a satde, e como sdo determinadas a partir
de diversos tipos de compostos, € imprescindivel a avaliacdo da atividade por diferentes métodos

(Pisoschi et al., 2016). Apresentam-se de seguida os resultados para os diferentes métodos utilizados

4.3.1. Capacidade redutora total

Na Tabela 9 estdo expostos, os resultados da capacidade redutora total avaliada nas diferentes
amostras expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama de extrato. Os valores
obtidos para os tratamentos aplicados nas infusdes das folhas da cv. Santulhana foram variados
mesmo tendo utilizado a mesma forma de extragéo, alterando apenas as temperaturas e concentracoes.

Verificou-se que a capacidade redutora total variou de 63,40 a 133,41 mg GAE g extrato™
sendo a menor na amostra com 1g a 60°C e a maior na mesma concentra¢do, mas na temperatura de
80°C. Observou-se também, para as infusdes preparadas a 90°C um crescimento de acordo com o
aumento da concentracdo, esse aumento ocasionou uma elevagdo no teor dos compostos fendlicos,

sendo observada diferenca estatistica (p<0,001) para a amostra com maior concentracdo. Os
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resultados obtidos foram 91,67+5,17, 87,23+3,70 e 114,67+3,33 mg GAE g extrato, para 1, 2 e 3g
de folhas adicionadas nas infusdes, respectivamente.

Na temperatura de 100°C, a mais utilizada pelos consumidores para a preparacdo de infusoes,
ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os valores obtidos nas diferentes
concentracgdes, e pode-se dizer a utilizacdo de apenas 1g de folhas em 200 mL de agua € o suficiente
para a obtengdo dos compostos bioativos presentes nas folhas de oliveira, e notou-se que a 70°C e
80°C os valores obtidos foram maiores para a concentracdo de 1g de folhas em 200mL de &gua. Essas
diferencas estdo de acordo com o estudo de Molan et al. (2009), o qual sugere que as condicdes de
extracdo, como a proporc¢édo de folhas e 4gua, temperatura de extracdo sdo parametros importantes e
que afetam o teor de compostos fendlicos em uma magnitude significativa.

Tabela 9: Valores médios da capacidade redutora total.

Capacidade redutora total (mg GAE g extrato)

P1 P2 P3 Valor de p
60°C 63,40+3,03% 122,78+9,79°®®  80,86+5,24"A xxx
70°C 127,63+7,69°¢ 84,719,213 88,73+3,48% Fex
80°C 133,41+20,33°C 90,44+3,55% 89,69+6,83% Fx
90°C 91,67+5,17%8 87,23+3,70% 114,67+3,330 Fex
100°C 94,46+7,60%8 96,12+7,57% 99,20+3,56% NS
Valor de p faleie falele faleie

P1- infusdo com 1g de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas

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

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

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*Qs valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que néo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell

Para as infusdes com a maior concentracéo, a avaliagéo da capacidade redutora total realizada
identificou niveis mais elevados na temperatura de 90°C, identificando-a como a ideal para a
preparacdo das infusdes. Analogamente, um estudo realizado por Molan et al. (2009) com cha verde,
0 aumento da temperatura de preparagédo do cha fez com que os valores relacionados ao teor total de
compostos fenolicos também aumentassem e foi estudado além das concentracbes, o tempo de
extracdo, que aos 5 minutos, mesmo tempo utilizado no estudo em questéo, e a 100°C, obteve-se
78.8+0.27 mg GAE g matéria seca™.

Para esse parametro, as infusdes com 2g de folhas apresentaram maiores valores na
temperatura de 60°C (122,78+9,79 mg GAE g extrato®) e a 100°C (96,12+7,57 mg GAE g extrato"
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1), apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,001). Os valores obtidos para as temperaturas
de 70, 80 e 90°C foram considerados iguais (p<0,001), essa relacdo mostra que para essa quantidade
de folhas, a temperatura que mais influencia na capacidade redutora total da infuséo € a de 60°C. Ja
na concentracdo de 3g o maior valor da capacidade redutora foi para a temperatura de 90°C
(114,67+3,33 mg GAE g extrato) e o menor para 60°C (80,86+5,24 mg GAE g extrato™),
inversamente ao ocorrido nas infusbes com 2g. Esse comportamento em relacdo a temperatura esta
de acordo com o estudo de Kamran et al., (2015), o aumento da temperatura eleva a capacidade
redutora total, possivelmente pela acdo do calor nas estruturas celulares das folhas de oliveira
libertando os biofendis para as infusdes.

Alguns fatores podem influenciar na capacidade redutora total, como o tipo de extragdo e o
pré-tratamento realizado nas folhas, os valores da tabela 9 foram obtidos a partir de infusbes
preparadas com folhas de oliveiras secas a 50°C e com granulometria de 3 mm, e Difonzo et al. (2017)
realizou um estudo para avaliar a melhor combinacdo entre o processo de secagem da folha e o
solvente utilizado na extracao e os resultados mostraram que independentemente do solvente utilizado
na extracéo, o efeito da desidratacdo das folhas obteve melhores valores para as folhas secas ao ar
quente seguido das liofilizadas e folhas frescas.

Além disso, estudos realizados por Mello et al. (2012) caracterizaram o potencial antioxidante
de folhas de oliveira, e para o fator da capacidade redutora total, as folhas in natura apresentaram
uma concentracao inferior aos das amostras de folhas processadas, 0 que possivelmente é devido a
dificuldade de extracdo dos compostos em meio aquoso e a presenca mais elevada de fenois
condensados, 0 que nao acontece nas folhas que passaram pelo processo de beneficiamento, que torna
os fendis simples na forma ndo ligada. Sendo assim, as folhas que passam por processos para
industrializacdo de infusbes, apresentam teores mais altos, por exemplo, de fendis totais o que
possibilita torna-los mais benéficos para o consumidor.

Apesar de existirem formas conhecidas da maneira de acéo da atividade antioxidante de alguns
compostos fendlicos na folha de oliveira, a forma do extrato e o tipo de solvente s&o fatores de
interferéncia que ainda estdo sendo investigados cientificamente (Nashwa &Abdel-Aziz, 2014). E
como o consumo dos compostos bioativos das folhas de oliveira da forma mais natural pode ser uma
tendéncia, uma vez que o aparecimento cada vez mais frequente de doencas cronicas faz com que 0s
consumidores se tornem mais preocupados com a saude e busquem maneiras e fontes alimentares que
trazem beneficios a saude. Estudos mais aprofundados sobre esses compostos e como agem no

organismo ainda precisam ser realizados.
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4.3.2. Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Os valores referentes a percentagem de inibicdo do efeito blogueador sdo apresentados na
Tabela 10. Esta analise é comumente utilizada para avalia¢do da atividade antioxidante em alimentos,
uma vez que o DPPH é um composto no qual possui estabilidade em uma absor¢do de no maximo
entre 515 e 517nm (Mendes, 2012). A sua utilizacdo para avaliacdo dos antioxidantes da-se pelo fato
de quando ha presencga dos compostos fenolicos o radical livre do DPPH é reduzido a 2,2-difenil-1-
hidrazina ou uma hidrazina analoga fazendo com que a coloracéo violeta original da solucao se torne
amarelada. Essa mudanca de cor ocorre devido a doacdo de elétrbes e eliminacao de radicais livres
durante a reacdo e o tempo da diminuicdo da absorvancia avalia o potencial do antioxidante, quanto
mais rapido ocorre a diminuicdo, mais potente € o composto presente no extrato (Ferreira et al., 2007;
Pereira et al., 2007).

A percentagem de inibicdo do radical DPPH para os tratamentos aplicados nas amostras variou
de 86 a 90%, para a infusdo com 1g de folhas foi observada diferenca estatistica (0,01<p<0,05) entre
os valores, tendo o maior valor sido obtido & 90°C. Para a concentracéo de 2g de folhas em 200 mL
de agua, a menor percentagem de inibicao estd na temperatura de 60°C (88,13 %) e a maior a 100°C
(89,41 %), indicando uma possivel relacdo com o aumento da temperatura. Esses valores, estdo de
acordo com o estudo realizado por Gamli et al. (2018), que avaliou em folhas de oliveira secas em
micro-ondas com tensdes de 90 e 167 watts e as infusdes dessas folhas feitas na temperatura de 100°C,
como sendo os maiores valores obtidos no estudo. Além disso, de acordo com Papageorgiou (2018),
cuja obtencdo dos extratos de folha de oliveira foi realizada com diferentes cultivares de oliveira, a
percentagem de inibicdo do radical DPPH foi dividida entre as variedades de plantas, tendo valores
proximos aos obtidos no presente estudo, variando de 89 a 92%.

Tabela 10: Valores médios do efeito bloqueador dos radicais de DPPH

DPPH (% Inibicéo)

P1 P2 P3 Valor de p
60°C 86,77+0,97%4 88,13+1,25A8 89,010,344 xxx
70°C 86,73+ 1,378 88,72+0,40° 88,74+0,39°A Fkk
80°C 87,34+0,84248 88,78+0,78PA8 88,83+0,43% faleied
90°C 88,160,672 89,16+0,370A8 89,01+0,35 faleied
100°C 86,940,544 89,410,488 88,72+0,62°4 faleied
Valor de p * ** NS

P1- infusdo com 19 de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas

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

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

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap0s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que néo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell
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Para a infusdo preparada com 3 gramas de folhas ndo foi verificada diferenca estatistica entre
as temperaturas utilizadas, ou seja, tanto a 60°C quanto a 100°C a percentagem de inibigéo foi
considerada igual, isso pode indicar que a utilizagdo dessa concentracéo fica saturada em 200 mL de
agua, sendo menores concentragdes mais recomendadas. Existem estudos sobre a atividade
antioxidante das folhas de oliveira com comparativos em relacdo aos diferentes tipos de extracao e
também das diferentes cultivares existentes (Gamli et al., 2018; Orak et al., 2012; Zuntar et al., 2019),
0s quais demonstram a alta capacidade antioxidante das folhas e que as quantidades de compostos
fenolicos variam de acordo com a cultivar, com o método de extracdo e até mesmo a temperatura
utilizada para a obtencéo do extrato.

Na comparagéo, entre as concentracdes utilizadas em cada temperatura, foi observada
diferenca estatistica (p<0,001) em todas. A temperatura de 80°C, ocorreu um ligeiro aumento da
percentagem de inibicdo com o aumento da concentracédo de folhas, sendo os valores 87,34%, 88,78%
e 88,83% para as infusdes de 1, 2 e3g, respectivamente. E 0 mesmo, nas temperaturas de 60 e 70°C,
com as menores percentagens para a infusdo com 1g de folhas.

Na concentracdo utilizada para a realizacdo das analises de DPPH, avaliou-se no geral que as
diferencas entre as formas de preparacao das infusdes foram menores, e valores de percentagem de
inibicdo de DPPH obtidos por Ferreira et al. (2007), foram aumentando de acordo com a elevacédo da
concentragdo do extrato e foram obtidos valores de 87,1 a 100% em uma concentracdo maior do que
a utilizada no estudo em quest&o, com isso os dados da tabela 10, estdo de acordo com os valores de
Bahloul et al. (2009) e Ferreira et al., (2007), indicando que as folhas de oliveira da cv. Santulhana
apresentam atividade antioxidante ainda maior.

Contudo, os resultados obtidos indicam que ndo possui uma relagédo diretamente proporcional
em relacdo a concentracdo de folhas utilizadas e a temperatura para esse parametro, ou seja, nao sao
diretamente proporcionais e que o uso de 1g ou 3g tem o mesmo efeito para o efeito bloqueador de
DPPH.

4.3.3 Atividade sequestradora do radical (ABTS¢")

A avaliagdo da capacidade antioxidante através da formacdo dos radicais ABTS<" que é
induzida pela metmioglobina e pelo peréxido de hidrogénio, permite avaliar a atividade de compostos
que tenham origem hidrofilica ou lipofilica (Kuskoski et al., 2005). Na determinagdo da atividade
antioxidante nas diferentes infusdes, os resultados obtidos (Figura 3), mostram um aumento na
percentagem de inibicdo de acordo com o aumento da temperatura utilizada para a preparagéo das
infusbes. Para a amostra preparada com 1g de folha de oliveira em 200 mL de agua (figura 3 (A)), as
estatisticas realizadas mostraram diferenca significativa (p<0,05) entre os valores obtidos. Entre todas

as temperaturas estudadas, a temperatura de 60°C diferenciou-se estatisticamente das restantes,
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obtendo o valor mais baixo de 39,11+3,53% expressos em percentagem de inibicdo, o valor mais
elevado para a mesma concentragao foi na temperatura de 100°C, na qual a percentagem de inibi¢ao
do radical ABTS-" foi de 67,53+1,87 %.
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Figura 3: Valores médios da atividade sequestradora do radical ABTS das folhas de oliveira (A)
Concentracdo 1g em 200 mL, (B) Concentracdo 2g em 200mL, (C) Concentracdo 3g em 200mL.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) (médiaxdp).

Para a concentracdo de 2 gramas de folha em 200 mL de &gua (figura 3 (B)) o valor mais
baixo é compativel com a concentracdo anterior, tendo na temperatura de 60°C (37,03+3,81 %) de
inibicdo, aos 100°C a resposta foi de 62,23+1,87%. Como esperado e de acordo com o que foi obtido,
a concentracdo mais alta de 3g de folhas (figura 3 (C)) comportou-se de forma semelhante as demais,
tendo como menor valor 40,01+3,21% de inibicdo na temperatura de 60°C, nesse caso, 0S maiores
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valores obtidos foram a 90°C e 100°C, ndo apresentando diferenca estatistica significativa (p>0,05)
nessas temperaturas.

Comparando os resultados da analise de ABTS+", observa-se que as infusdes com diferentes
concentracdes e temperaturas apresentaram um comportamento semelhante, com a tendéncia de
elevar a atividade sequestradora do radical ABTSe* de acordo com o0 aumento de temperatura, tendo
observado um leve desvio em apenas uma das amostras que obteve maior valor na temperatura de
90°C. Gido et al. (2007) realizou um estudo para avaliar como 0 modo de preparacédo interfere na
capacidade antioxidante das infusdes, para a folha de oliveira utilizou uma mistura de folhas e para o
pardmetro da capacidade sequestradora dos radicais ABTS+* 0 maior valor foi para a folha em po
preparada através do método de infusdo 0,275 + 0,098 g L ! equivalente de 4cido ascorbico, ou seja,
o resultado é compativel com o estudo em questdo, uma vez que o maior valor obtido também foi na
temperatura de 100°C.

Os resultados obtidos nessa analise das infusdes de folha de oliveira, mostraram que o
comportamento das infuses em relacdo as diferentes concentracfes apresentaram uma correlacéo
com as temperaturas utilizadas no preparo das amostras, tendo a capacidade antioxidante aumentada
com a elevacdo da temperatura, o que esta conforme o exposto por Xie et al. (2015), cujo os resultados
foram semelhantes apresentando 0 mesmo comportamento em relacdo a elevagdo da temperatura para
a capacidade sequestradora do radical ABTS dos extratos de folhas de oliveira, obtendo valores de

aproximadamente 80% de inibicéo.

4.3.4. Determinacdo do poder redutor

A avaliacdo do poder redutor € realizada, pois a mesma reflete na tendéncia de doar elétrons
dos compostos bioativos presentes nos extratos, associando essa habilidade com a sua atividade
antioxidante (Salah et al., 2012), sendo assim a capacidade redutora de um determinado composto
pode sugerir 0 quao alto é o seu poder antioxidante (Nashwa et al., 2014).

E uma analise baseada no facto das principais substancias presentes na solucio e que tenha
capacidade redutora reajam com o ferricianeto de potassio (Fe**) e formem o ferrocianeto de potassio
(Fe?*), com isso o composto formado reage com o cloreto férrico para formar o complexo férrico-
ferroso que possui uma maximo de absorcdo a 700 nm (Bhalodia et al., 2013). Essa reacao de redugéo
que ocorre € utilizada como indicadora da acdo de doacao de elétrons, iSso porque € um mecanismo
essencial na acdo dos compostos fenolicos (Xie et al., 2015).

Na tabela 11, podemos observar os resultados obtidos para esta analise. Os resultados de poder
redutor variaram de 20,16+3,3 a 89,15+2,09 mg trolox g extrato™®, sendo a menor para a infusio com
1g de folhas a 60°C e a maior para a infusdo com 3g e a 100°C. Na temperatura de 100°C, quando

faz-se a comparacéo entre as concentracfes houve diferenca estatistica significativa (p<0,001) entre
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os valores do poder redutor, sendo os dados obtidos para as concentracfes de 1,2 e 3 gramas de folhas
em 200 mL de 4gua 81,4+4,65, 83,9+9,99, 89,15+2,09 mg de trolox g de extrato™, respectivamente.

De maneira geral, na interpretacdo dos resultados, o aumento da absorvancia da solucéo
designa que ha aumento do poder redutor. Em compostos de origem natural, a atividade antioxidante
tende a se correlacionar com o poder redutor devido a sua capacidade de doar hidrogénios (Xie et al.,
2015). Em relacdo ao poder redutor das infusdes estudadas, foi observado que a temperatura
influencia na atividade antioxidante relativamente a esse pardmetro (Tabela 11). E notorio que o
aumento da temperatura eleva os valores médios do poder redutor das infusdes, indicando uma
possivel relacéo.

Na menor concentracéo utilizada, ocorreu um aumento de 20,16+3,3 a 81,4+4,65 mg de trolox
g de extrato™ para as temperaturas de 60°C e 100°C, 0 mesmo ocorreu para a amostra com 3g de
folhas variando de 24,01+1,91 a 89,15+2,09 mg de trolox g de extrato™.

Tabela 11: Valores médios do poder redutor das infusGes de folha de oliveira

Poder redutor (mg Trolox g extrato™)

P1 P2 P3 Valor de p
60°C 20,16+3,3% 61,96+6,08°8 24,01+1,91% Fx
70°C 65,46+2,8 31,23+4,66° 25,97+3,08% Fx
80°C 58,16+27,53%6¢ 54,566,928 44,369,868 NS
90°C 80,87+10,78°¢ 59,638,136 88,91+6,39°¢ xx*
100°C 81,4+4,65% 83,9+9,993¢ 89,15+2,09°¢ Fx

Valor de p Hhk Fhx Hkk

P1- infusdo com 1g de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas

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

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

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apo6s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*QOs valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apoés se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.

**Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que néo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***Qs valores de p foram calculados a partir da Analise one-way Welch, uma vez que nédo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell

Observou-se um aumento nos valores da absorvancia que foram lidos a 700nm em relagéo ao
aumento da temperatura, porém ndo foi verificado um aumento constante. Os resultados expressos
em miligrama de trolox por grama de extrato (Tabela 11) demostraram que ha diferengas
significativas (p <0,001) na comparagéo entre as concentracdes e temperaturas utilizadas.

Os presentes resultados mostraram que com o0 aumento da temperatura, a atividade

antioxidante nas infusGes de folha de oliveira da cv. Santulhana com relag@o ao poder redutor tambeém
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aumentou, apresentando uma correlagdo entre esses parametros, ou seja, o preparo das amostras com

altas temperaturas como a de 90 e 100°C contribui para a elevagdo do poder redutor nas infusdes.

4.3.4 Diferentes grupos fendlicos

Para as infusdes de folha de oliveira da cv. Santulhana realizou-se o estudo da sua composi¢édo
fitoquimica, designadamente em relagdo aos teores de compostos fendlicos, derivados do acido
hidroxicinanico (DAH) e flavonois, estando os dados obtidos apresentados nas figuras 4, 5 e 6. Os
resultados obtidos mostram que para as infusdes com 1g de folhas (figura 4), nas temperaturas de 70
e 80°C (153,28+4,10 e 152,33+8,04 mg GAE g extrato™* ) respectivamente, foram considerados iguais
entre si e diferentes nas temperaturas de 90 e 100°C que apresentaram valores de 165,98+7,34 e
164,64+3,74 mg GAE g extrato™.

Para o teor em fenois totais, foi observado que as médias mais altas estdo concentradas nas
temperaturas de 90 e 100°C. Além disso, as figuras 4 e 5 mostram que nao foi apresentada diferenca
estatistica (p<0,001) entre as temperaturas de 60 e 100°C, ou seja, para essas concentracdes o preparo
das infusdes em alta ou baixa temperatura ndo interfere significativamente no teor de fendis totais.

Para a amostra com 3g (figura 6) ocorreu diferenca a um nivel de 5% de significancia nas
temperaturas citadas anteriormente, sendo os valores obtidos de 140,93+2,95 e 155,49+8,86 mg GAE
g extrato, respectivamente. Sendo assim, com uma concentracdo maior de folhas nas infusdes, a

temperatura afeta no teor de fendis totais extraidos.
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Figura 4: Composicdo das infusGes com 1g de folhas de oliveira cv. Santulhana em fendis totais (mg GAE extrato™),
flavondis (mg QE g extrato™?) e os derivados do é&cido hidroxicinamico (DAH) (mg CAE g extrato™).Dentro de cada
componente estudado, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente (p<0,05) (médiatdp).

Na anédlise feita a 320 nm para quantificagdo dos derivados hidroxicindmicos, que séo
compostos aromaticos que aparecem no formato de glucésidos ou em combinacdes do tipo éster
(Ghanbari et al.,, 2012), os resultados foram considerados estatisticamente iguais para as

concentracdes de 1 e 2g (figuras 4 e 5) mesmo com temperaturas de extracdo sendo diferentes, ou
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seja, para esses compostos a temperatura nédo interfere na quantidade de derivados hidroxicindmicos
extraidos durante a infuséo.

Novamente, para a maior concentracdo estudada, observou-se diferenca estatistica entre as
temperaturas de 60 e 100°C, 31,45+0,89 mg CAE g extrato e 34,87+2,35 mg CAE g extrato™,
salientando que a temperatura utilizada no preparo da infusdo implica na variacdo na quantidade

extraida desses compostos.

m Fenois totais DAH = Flavondis
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Figura 5: Composicéo das infusdes com 2g de folhas de oliveira cv. Santulhana em fendis totais (mg GAE extrato™),
flavondis (mg QE g extrato™) e os derivados do 4cido hidroxicinamico (DAH) (mg CAE g extrato™). Dentro de cada
componente estudado, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente (p<0,05) (média+dp).

Para o terceiro grupo de compostos analisados, os flavonois, expressos em miligramas
equivalentes de quercetina por grama de extrato, os resultados estdo de acordo com o que foi discutido
anteriormente, sem diferencas entre as temperaturas nas concentracdes de 1 e 2g. Na figura 6, 0s
resultados obtidos sdo referentes a concentracdo de 3g de folhas. Verificou-se que houve diferencgas
estatisticamente significativas nos valores obtidos nas mesmas temperaturas citadas para as outras
substancias, a 60°C o valor médio foi de 48,15+1,11 e 57,40+3,99 mg QE g extrato™ a 100°C.
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Figura 6: Composicdo das infusdes com 3g de folhas de oliveira cv. Santulhana em fendis totais (mg GAE extrato™),
flavonois (mg QE g extrato®) e os derivados do acido hidroxicinamico (DAH) (mg CAE g extrato™?). Dentro de cada
componente estudado, valores médios com letras diferentes, diferem significativamente (p<0,05) (médiazdp).

Putnik et al. (2017), realizou pesquisas para a obtencao de extratos ricos em polifenois, sendo
um desses parametros a avaliacdo da quantidade de acido hidroxicindmico e flavondis. Os valores
médios para a concentracdo de &cido hidroxicindmico e flavonois foram de 1.66+0.01 e 8.66+0.05
mg QE g extrato, que sdo inferiores aos obtidos no presente trabalho, mostrando que as infusGes da
cv. Santulhana sdo promissoras ao nivel de alta atividade antioxidante. Ademais, os valores mais
elevados do acido hidroxicinamico foram observados em temperaturas préximas a 100°C, um fator
consistente com o mostrado nas figuras 4, 5 e 6, apesar da proximidade dos valores obtidos entre as
temperaturas determinadas para o preparo das infusdes.

Analogamente ao que foi estudado por Lima et al. (2017), em que foi avaliada a atividade
antioxidante de folhas de videira, em que na analise dos diferentes grupos fendlicos foram obtidos
valores nos quais os teores de fenois totais foram inferiores aos reportados pelo estudo em questao,
seguido dos derivados do &cido hidroxicindmico e flavonais.

No geral, com a avaliacdo dos diferentes grupos fendlicos foi percebido que o aumento da
concentracdo de folhas faz com que a temperatura interfira na quantidade de compostos extraidos na
infusdo. E como os valores obtidos para cada item analisado, fenois totais, derivados do acido
hidroxiciamico e flavonois, estdo proximos e s6 ocorre variagcdo na maior concentracdo, o uso de 1g
de folhas se mostra eficiente na obtencdo de compostos que elevam a atividade antioxidante da

infusao.
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4.4. Caracterizagdo sensorial, fracdo volatil e taninos hidrolisaveis de infusdes de folha de
oliveira da cv. Santulhana
4.4.1. Andlise sensorial

Em relacdo aos resultados da andlise sensorial obtidos na prova das infusdes de folha de
oliveira, foram verificadas diferencas significativas em alguns dos parametros analisados. Avaliou-
se 0 aspecto visual, aroma e paladar, além disso, utilizou-se a roda dos aromas para auxiliar na
percepcao sensorial de alguns elementos.

No aspecto visual das infusdes, o painel avaliou a coloracéo, para as infusées com 1g e 2g de
folhas, definiu-se que a coloracdo para todas as temperaturas, foi 0 bege claro nas temperaturas de
60, 70 e 80°C e coloragdo amarelo claro nas temperaturas de 90 e 100°C. Nas infusbes com 3g de
folhas, em todas as temperaturas a cor observada nas infusfes foi amarelo claro. Sendo assim, notou-
se que o aumento da quantidade de folhas, altera a coloracdo percebida visualmente pelos
consumidores, e que a temperatura, nesse caso, nao influenciou na cor observada das infusdes.

Verificou-se que na intensidade de cor, para as amostras com 1g e 2g houve influéncia das
temperaturas, apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,01), sendo que a pontuacdo dada
pelos provadores na temperatura de 60°C variou de 0,65 e 1,70 e na temperatura de 100°C verificou-
se uma variacdo de 1,70 e 3,30, respectivamente, numa escala de 0 a 10. Diferentemente, para as
infusdes com 3g de folhas, ndo foi percebida diferenca estatistica significativa (p>0,05) para as
temperaturas empregadas no preparo das infusdes, indicando que com o aumento da concentracéo, a
temperatura ndo influencia na intensidade da coloracéo.

Relativamente a turbidez, as temperaturas ndo influenciaram nesse parametro, ndo foi
identificada diferenca estatistica significativa (p>0,05) em todas propor¢des de folhas utilizadas.
Porém, comparativamente entre as concentracdes, a turbidez para as infusbes com 3g de folhas
apresentaram pontuacGes mais elevadas que as demais concentracdes, indicando que o uso dessa

quantidade de folhas aumenta a turbidez das infusdes, entretanto € um parametro que ndo se destaca.
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Figura 7: Resultados obtidos para os parametros avaliados nas diferentes infusdes de folha de oliveira
cv. Santulhana pelo painel sensorial treinado. (A) Infuséo a 60°C; (B) Infusdo a 70°C; (C) Infuséo a
80°C; (D) Infuséo a 90°C; (E) Infuséo a 100°C. P1: 1g de folha; P2: 2g de folhas; P3: 3g de folhas.
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A agradabilidade do aroma, um fator importante para 0os consumidores, apresentou pontuacao
variando de 5,15 a 6,95. Como exposto na figura 7 (A), na temperatura de 60°C a infuséo com 2g de
folhas se destaca, com pontuagdo de 6,95, sendo diferente estatisticamente (p<0,01) das outras
temperaturas, ja a 100°C a infusdo com 3g de folhas, se sobressaiu, sendo avaliada com a nota de
6,25, em contrapartida a infusdo com 1g de folhas obteve menos destaque e recebeu a menor
pontuagdo com 5,15.

No atributo persisténcia, o qual é definido como o tempo de sensagdo do sabor das infusdes
depois que ela ndo esta mais na boca, a maior concentracao utilizada para o preparo das infusdes, 3¢
de folhas se destacou nas temperaturas de 60, 80, 90 e 100°C, como mostrado na figura 7, tendo como
pontuagdo 6,95, 7,45, 7,25 e 7,90, respectivamente. Com isso, é notorio que o aumento no teor de
folhas nas infusdes a sensacdo do sabor é mais longo, ou seja, permanece durante mais tempo na boca.

Na avaliacdo do amargor, um fator importante em relacdo a aceitacdo dos consumidores,
verificou-se que este variou de 2,60 e 5,30, sendo a menor para a infusdo com 1g de folhas a 60°C e
a maior para a infusdo com 3g de folhas a 100°C. Para tal, foi percebido que em mais um dos aspectos
avaliados as infusdes com 3g receberam pontuagdes mais altas comparativamente as demais
concentracgdes, sendo 4,55, 4,25, 4,85, 5,25 e 5,30, para as temperaturas de 60, 70, 80, 90 e 100°C
respectivamente, sendo observada diferenca estatistica (p<0,01).

Na classificacdo da adstringéncia, a infusdo com 1g a 80°C, apresentou a menor pontuacao
(3,15) atribuida pelo painel sensorial, e a maior nota (5,90) foi para infusdo com 2g na temperatura
de 90°C. Em relagdo ao doce, a figura 7 (E) mostra que a infusdo com a dogura mais agradavel (6,55)
foi a com 1g de folhas a 100°C, ao contrario da infusdo com 1g de folhas e a 90°C (2,30), que foi
avaliada com a menor pontuacéo entre todas as infusoes.

Além da ficha sensorial (anexo 1), utilizou-se a roda dos aromas (anexo Il) como referéncia
de aromas possiveis de serem identificados nas infusdes. Com isso, o painel sensorial identificou 0s
aromas de palha, mentol, mel e cedro, tendo a caracterizagdo exposta na figura 8.

A sensacdo de palha, classificada como vegetal e herbal, foi percebida com mais intensidade
nas infusdes com 3g de folhas, sendo as pontuagdes atribuidas pelo painel, de 6,00, 6,60, 7,25, 7,50
e 7,85 para as temperaturas de 60,70,80,90 e 100°C. Outra sensagdo, com a mesma classificacao, o
mentol, foi verificada em todas as infusdes, sendo na temperatura de 100°C, com a pontuagéo de 4,85,
3,30 e 6,40, para as infusdes com 1,2 e 3g, respectivamente. Porém, na infusdo com 1g de folha a
temperatura, na qual o mentol se sobressaiu, foi a 90°C.

Em relagdo ao doce, identificado nas infusdes, o0 aroma relacionado a esse atributo foi 0 mel,

tendo maior e menor intensidade nas infusdes de 3g e 1g, respectivamente.
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Figura 8: Resultados obtidos para os parametros avaliados com a roda de aroma nas diferentes
infusdes avaliadas pelo painel sensorial treinado. (A) Infusdo a 60°C; (B) Infuséo a 70°C; (C) Infuséo
a 80°C; (D) Infusdo a 90°C; (E) Infuséo a 100°C. P1: 1g de folha; P2: 2g de folhas; P3: 3g de folhas.
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No geral, as pontuacfes variaram de 2 (menos intenso) a 6,50 (mais intenso), sendo 0 menor
para a infusdo a 90°C e com 1g de folhas, e a maior na temperatura de 80°C com 2g de folhas, valores
que se correlacionam com a percepg¢éo da intensidade de dogura, apresentada na figura 7.

O cedro, classificado na roda dos aromas como vegetal e amadeirado, foi notado em todas as
amostras provadas, sendo mais evidente nas amostras de infusdes com 1g de folhas. A temperatura
de 60°C apresentou as menores pontuacdes, sendo elas 1,95, 1,60 e 1,50, para as infusdes com 1,2 e
3g de folhas, respectivamente.

4.4.2. Perfil de compostos volateis

A fracdo volatil das infusdes de folha de oliveira da cv. Santulhana foi avaliada de acordo com
as condicbes de preparo pré-estabelecidas, com variagdo na concentracdo e nas temperaturas das
infusbes. No geral, 11 volateis foram identificados, sendo eles 1 alcool, 1 aldeido, 1 alcano, 3 ésteres,
1 hidrocarboneto aromatico, 2 monoterpenos e 2 terpernos. Mudancas quantitativas foram observadas
de acordo com a variacdo de concentracao e temperatura das infusées. Os volateis identificados séo,
nomeadamente, isoctano, etanoato de butilo, 2-metil-1-butil acetato, acetato de hexilo, m-cimeno, D-
limoneno, eucaliptol, linalol, canfora, hexanoato de butilo e decanal. Na figura 9, encontram-se
representadas as formulas estruturais quimicas destes compostos. As diferentes formas de preparo de
infusBes apresentaram uma composicao similar entre elas.

Entre os compostos volateis identificados e quantificados, 0s que se encontraram em maior
quantidade foram o acetato de hexilo, etanoato de butilo, 2-metil-1-butil acetato, D-limoneno e
isoctano, tal como o indicado na tabela 12. Pelo contrario, os compostos volateis que se apresentaram
em quantidades menores foram a canfora, hexanoato de butilo e decanal. Resultados semelhantes, em
relacdo aos compostos identificados, foram obtidos por Brahmi et al. (2011) e Malheiro et al. (2016).
Em relacdo aos compostos volateis expostos na tabela 12, o acetato de hexilo revelou ser o composto
maioritario em todas as amostras de infus@es, variando entre 14,26% e 30,13%. Notou-se que a 90°C
houve uma diminuicdo da presenca desse composto nas infusdes, de acordo com a elevacdo da
quantidade de folhas, resultando nos valores de 30,13%, 27,26% e 16,12%, com diferenca estatistica
(p<0,01) para as infusbes com 1,2 e 3g, respectivamente. O acetato de hexilo foi identificado como
composto volatil em folhas de oliveira por Malheiro et al. (2016), e além de ser identificado em folhas
de oliveira, esse composto ja foi notado em azeites, de acordo com Angerosa (2002) e Gonzalez et
al. (2007), um composto produzido pela lipoxigenase e um marcador de qualidade do azeite.
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Figura 9: Estruturas quimicas dos compostos volateis identificados nas infusdes de folha de oliveira
da cv. Santulhana.

O etanoato de butilo identificado nas infusdes expressou-se em valores de 7,11% a 16,34%,
sendo o menor para a infusdo com 2g de folhas a 100°C e o maior para a mesma concentragéo a 70°C.
As percentagens obtidas para esse composto volatil mostram que com o aumento da temperatura

ocorre uma diminuicdo da sua quantidade nas infusdes. Para as infusdes com 1g de folhas, foi relatado
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que ha diferenca estatistica (p<0,001) entre as temperaturas de 60°C, com a percentagem de 15,95%,
e a 100°C com 9,56%, o mesmo ocorreu com a infusdo preparada com 2g de folhas, e os valores
foram de 15,96% e 7,11% para as temperaturas de 60 e 100°C, respectivamente. Esse éster,
encontrado em diversos tipos de frutas, foi identificado tambeém em azeites virgem por Angerosa
(2002) e Kalua et al. (2007), sendo um composto caracterizado sensorialmente como verde, frutado
e picante por Morales et al. (2005).

O 2-metil-1-butil acetato, também conhecido como acetato de amila ativo, pertence a classe
dos ésteres, sua presenca variou de 5,32% a 11,90%, sendo 0 menor para a amostra de infusdo com
3g de folhas a 60°C e a maior para a infusdo com 2g de folhas a 60°C. De forma geral, com 0 aumento
da temperatura a percentagem 2-metil-1-butil acetato presente nas infusdes diminuiu, e a amostra
com a maior concentracdo apresentou os menores valores, sendo eles 5,32 %,7,90%, 9,59%, 5,95%
e 6,94% para as temperaturas de 60, 70, 80, 90 e 100°C, respectivamente, apresentando diferenca
estatistica significativa (p<0,01). Esse composto volatil também foi identificado por Luna et al.
(2006) e Garcia Gonzélez et al. (2014), em azeites virgens, tendo como caracterizacao sensorial a
sensacao de frutado, verde e de banana.

Um outro composto identificado em maior quantidade foi o D-limoneno, um terpeno, que teve
sua concentracdo variando entre as diferentes infusdes. A infusdo que apresentou a maior
percentagem de D-limoneno foi a preparada com 2g de folhas e a 60°C contendo 11,61%. Foi
observada uma correlacéo entre a concentragdo de folhas e a percentagem presente desse composto
volatil, com o aumento da quantidade de folhas nas infusdes e nas temperaturas de 60, 70, 90 e 100°C,
ocorreu aumento na percentagem de D-limoneno. Além disso, as percentagens obtidas para as
infusdes com 3g de folhas, foram menores em relacdo as demais proporgdes, apresentando diferenca
estatistica significativa (p<0,001) entre as temperaturas utilizadas.

O isoctano, um alcano, foi identificado nas infusdes da cv. Santulhana estudadas, porém néo
foi detectado em todas as amostras. Sua quantificagdo e identificacdo ndo foram obtidas para as
temperaturas de 80°C e 90°C, com excecdo para a infusdo com 3g de folhas a 90°C, na qual a
percentagem foi de 45,73%, um valor expressivo em comparagdo as demais infusdes. Além disso,
nessa mesma concentragéo, as percentagens desse composto a 60, 70 e 100°C, foram de 54,59%,
29,96% e 26,26%, respectivamente. Esse composto tem a necessidade de ser avaliado, mais
precisamente, pois para as infusdes da cv. Santulhana foi quantificado em quantidade significativa e

ainda nao ha dados na literatura sobre a sua presenca em infusdes ou extratos de folha de oliveira.
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Tabela 12: Valores médios das percentagens relativas dos principais compostos volateis detetados
em infusdes de folhas de oliveira cv. Santulhana.

Temperaturas
Compostos 60°C 70°C 80°C 90°C 100°C \gae";r
P1 11,01+0,44%A  7,32+1,49%A n.d n.d 20,08+2,75% o
Isoctano P2 5,72+0,228A  524+0,94%A n.d n.d 27,23+2,47%8 ok
P3 54,59+10,99"® 29 96+5,220A n.d 45,73£9,02°8  26,26+3,32 A x
*%* *%%* *
Etanoato de P1 15,95+0,18°C  15,60+0,99°C  16,51+0,50°C  12,69+0,57°®  9,56+0,42%A ok
butilo P2 15,96+0,63°C  16,34+1,33°C  14,27+2,06%°BC  11,54+1,07°8  7,11+1,84%A ok
P3 7,48+1,54%8  10,50+0,99%8C  1238+1,36°C  6,96+1,42%A 8 14+0,40°8 x
*%% *% * *%* *
5-metil-L-butil P1 11,66+0,50®  11,24+0,31°8  1156+0,93®®8  10,56+0,40°®  8,24+0,80% ok
cetato P2 11,90+0,15®  10,81+0,73%8  11,25+0,94%8  10,22+0,21°8  6,19+1,79%A ok
P3 532+1,19°A  7,00+0,50#B  950+1,19%8  505+141°%A  6,04+0,25%B *ox
*k*k ** NS ** NS
Acetato de P1 21,02+4,11%8 22 65+154%A 23 45+6,088  30,13+0,41°®  23,28+1,68°A *ox
il P2 2422+4127°A  22,38+255%A  2586+3,94%A  27,26+3,76A 21,76+0,94%A NS
P3 14,26+1,80°A 18,632,848  2539+1,078  16,12+4,44%*8  20,09+0,97%A *x
* NS NS ok NS
P1 4,71+0,47°8 2,59+0,95%A 2,30+0,32tA 3,65+0,31°A 2,33+0,32%4 *x
m-cimeno P2 2,70+0,78°A 1,7840,19%A8 1,80+0,05248 1,68+0,06%® 1,63+0,11%8 *
P3 1,05+0,39%A  158+0,31 B 15540118 1 32+0,13*A  291+1,00% *
** NS *%* **k* NS
P1 11,05+2,18"A  10,75+1,21%A  9,63+3,19%"  1141+0,83"A  8,78+1,12%A NS
D-Limoneno p2 11,61+0,9204B 0,89+0,49%A 10,63+1,96%AB 9 06+2 27bAB 7,83+0,16%8 *x
P3 7,07£0,468  927+0,00C  10,74+126:C  4,19+0,87A  7,06+0,47%8 ok
* NS NS *ox NS
P1 7,99+0,16"®  8,02+0,13°®  852+152%B 8 14+0,30"®  5,26+0,40%A *ox
Eucaliptol P2 7,68+0,12°A  7,50+0,60°A 7,520,424 8,130,282  4,39+1,26% ok
P3 3,60+0,87%A  5,49+0,50% 7,2240,342C  3,77+0,78%A  518+0,36*8 ok
*k*k ** NS **kk NS
P1 4,40+0,93"A  5,38+0,76°A 4,49+0,74°A  3,92+0,33°A  4,71+0,50 NS
Linalol P2 4,60+0,37°A  4,63+0,440A  423+0,65°A  4,69+0,87°A  3,92+1,19% NS
P3 2,26+0,27%48  360+0,71%8C  458+0,14°C  1,38+0,004  4,81+1,05% ok
** * NS *kk NS
P1 3,13+0,37®  3,15+0,29% 3,60£0,24"®8  221+0,00°A  1,95+0,12%A ok
Canfora P2 2,74+0,17°%8  2.87+0,28%8  2,44+0,29%8 2 50+0,34%A8 1 85+0,51%A *
P3 1,390,188  213+0,31°8€  25040,15C  1,3240,17*A  2,41+0,49°C worx
**k* * *%* *** NS
Hexanoato de P1 1,13+0,07°A  1,15+1,15% 1,4140,03*A  2,50+0,19°®8  2,73+0,36% Horx
butilo P2 1,29+0,14°A  1,16+0,16*A  1,74+0,48%A8 2 27+046%8 2 54+0,10% ok
P3 0,49+0,072 1,24+0,0328 2,00+0,050¢ 1,49+0,2328 2,39+0,26%C fiakad
**x%* NS ** * NS
P1 0,070,004 0,08+0,0024 0,07+0,0128 0,23+0,048 0,18+0,0128 F*kx
Decanal P2 0,07+0,020A8 0,06+0,022A 0,14+0,02°BC 0,21+0,02°¢ 0,16+0,05%¢ il
P3 0,03+0,002 0,070,002 0,22+0,02¢P 0,09+0,0128 0,18+0,013¢ fiakad
Valor de p ** NS el ** NS

P1- infusdo com 1g de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas
As médias com letras diferentes e mailscula indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p<0,05)
As médias com letras diferentes e mindscula indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p<0,05)

n.d Composto ndo detectado

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap0s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).
*QOs valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<p<0,05) foi aplicado o teste post-hoc de Tukey.
**Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que nédo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.
***Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell
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O eucaliptol, um composto organico também conhecido como 1,8-cineole, presente em muitos
6leos essenciais de plantas, foi identificado em todas as amostras de infusdes e com decréscimo na
sua percentagem conforme a elevacao da temperatura, variando de 3,69% a 8,52%. Na infusdo com
1g de folha, a 60°C, a percentagem de eucaliptol detectada foi de 7,99% e para 100°C, 5,26%,
apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,01) entre todas as temperaturas empregues na
preparacdo. Este composto estd presente ndo somente nas folhas de oliveira, mas também no aroma
de azeites virgens (Angerosa, 2002). Esse composto volatil presente nas infusdes pode ter contribuido
para a caracterizacao sensorial, pois foi percebida a sensacdo de menta na roda dos aromas realizada
pelo painel sensorial treinado.

Quanto aos compostos presentes em menores quantidades, a canfora aparece em baixas
percentagens, variando de 1,32% a 3,60%. Nas infusdes com 1g de folhas, notou-se que o aumento
da temperatura diminuiu ligeiramente a percentagem presente da canfora nessa infusdo, a 60°C o
valor obtido foi de 3,13% e para 100°C foi de 1,95%, apresentando diferencas estatisticas
significativas (p<0,001). Na comparagdo entre as concentragdes, a infusdo com 3g de folhas
apresentou valores mais baixos em relacdo as infusdes com 1g de folhas, indicando que o aumento
da concentragdo ndo aumenta a percentagem presente na infusdo deste composto. Na temperatura de
100°C néo foi observada diferenca estatistica significativa (p>0,05), e os valores foram 1,95%, 1,85%
e 2,41% nas infusdes com1,2 e 3g, respectivamente. A canfora, também ja foi identificada por Brahmi
et al., (2011) e Baccouri et al., (2007) nos derivados da oliveira.

O linalol, composto identificado em todas as amostras, ndo apresentou correlacdo com as
temperaturas testadas, as amostras com 1g e 2g, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
em relacdo a temperatura, ou seja, considera-se que as quantidades detectadas em todas as
temperaturas apresentaram similaridade. Ja as amostras com 3g, apresentram diferencas estatisticas
significativas, tendo um ligeiro aumento com a elevacdo da temperatura, a 60°C, a percentagem
obtida foi de 2,26% e a 100°C de 4,81%. O linalol, € um monoterpeno, que ja foi identificado por
Flamini et al., (2003) em folhas de oliveira, além disso, € um composto que contribui sensorialmente,
tendo caracteristicas como, por exemplo, odor citrico e sabor amadeirado.

Em geral, a contribuicdo total dos compostos volateis identificados, em todas as amostras,
oscilou entre 76,17 % e 97,63 %, correspondendo estes valores as infusdes preparadas com 3g a 80°C

e 60°C, respectivamente.

4.4.3. Taninos hidrolisaveis
Taninos sdo polifendis sollveis em agua e que sdo divididos em hidrolisaveis e nao
hidrolisaveis (condensados) (Altop, 2019). Os taninos hidrolisaveis sdo compostos derivados do

acido galico (3,4,5-trihidoxil acido benzoico), é um composto que tem ganho interesse
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cientificamente principalmente no setor alimenticio, uma vez que afeta a qualidade dos alimentos de
maneiras diferentes, a principal forma conhecida é sua adstringéncia (Arapitsas, 2012). Podem ser
classificados em duas classes, galotaninos e elagitaninos, sendo um a forma hidrostavel e mais
simples de um tanino, apresentando um residuo polifenélico e um poliol e o outro 0 maior grupo de
taninos isolados de produtos naturais, respectivamente (Chung et al., 1998). Sdo compostos que fazem
parte do grupo dos polifendis e estdo correlacionados com o consumo de hortaligas e frutas que trazem
beneficios a saude, como a diminuicdo do risco do cancro e doencas degenerativas, cujos estudos em
relacdo a biodisponibilidade necessitam ser aprofundados (Araptistas, 2012).

Os taninos hidrolisaveis totais estdo expressos em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de extrato e com os valores obtidos pelo estudo em questdo (Tabela 13), é notavel que na
temperatura de 100°C a concentracdo de miligramas de acido tanico por grama de extrato é mais
elevada, os valores para as concentracdes de 1, 2 e 3g sdo 120,66+13,53 mg TAE g extrato?,
111,13+9,16 mg TAE g extrato? e 100,06+8,56 mg TAE g extrato, respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos por Wang et al. (2019), que estudou a estabilidade dos taninos
hidrolisaveis da fruta Trapa taiwanensis. Em relacdo a estabilidade térmica em solucdo aquosa a
100°C durante um periodo de 4 horas, no inicio da analise a estabilidade a 100°C é bem elevada,
indicando que o tempo de infusdo das folhas de oliveira é ideal para a obtencédo de valores satisfatérios
de taninos hidrolisaveis.

A tabela 13 mostra que os dados obtidos ndo s&o muito homogéneos, mas pode-se concluir
que as temperaturas mais elevadas aumentam o teor de taninos extraidos das folhas, ou seja, as
infusbes a 100°C podem apresentar um nivel de adstringéncia maior do que as preparadas com
temperaturas mais baixas. Porém, essa avaliacdo ndo pode ser considerada como regra, uma vez que
os valores obtidos com as andlises estdo muito proximos. Para infusdo com 3g de folhas, nédo foi
observada diferenca estatistica significativa (p>0,05), entre as temperaturas, ou seja, a quantidade de

taninos hidrolisaveis a 60°C e 100°C sdo iguais.
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Tabela 13: Valores médios de taninos hidrolisaveis das infusdes de folha de oliveira

Taninos (mg TAE g extrato™?)

Temperaturas P1 P2 P3 Valor de p
60°C 105,7+11,52°48 92,195,044 99,61+5,373A **
70°C 96,07+6,82% 89,99 +4,42%A 99,615,373 NS
80°C 93,08+13,5%A 92,93+4,79% 100,21+3,99°A NS
90°C 114,37+7,73% 94,38+7,8%4 95,48+5,85% Fkk
100°C 120,66+13,53°8 111,13+9,16%8 100,06+8,56% *

Valor de p il faleie NS

P1- infusdo com 19 de folha; P2- infusdo com 2g de folhas; P3- infusdo com 3g de folhas

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

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

NS Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way ap6s se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias e ndo foram verificadas diferengas com efeito significativo (p>0,05).

*Os valores de p foram calculados a partir da Analise ANOVA one-way apos se ter verificado os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias. Quando se observou um efeito significativo (0,01<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 néo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,01) foi aplicado o teste de Games-Howell.

***Qs valores de p foram calculados a partir da Andlise one-way Welch, uma vez que ndo se verificou a homogeneidade de variancias. Quando se
observou um efeito significativo (p<0,001) foi aplicado o teste de Games-Howell.

VariagBGes do teor de taninos hidrolisaveis podem ser observadas quando a condicdo de
extracdo dos compostos é alterada, para o preparo tradicional das infusdes € necessario a utilizacéo
de agua e temperatura. Banerjee et al. (2017) indica que o uso de agua destilada como solvente resulta
em um valor de taninos hidrolisaveis de 130.46+1.48 mg equivalentes catequina g extrato seco™, um
valor menor do que o obtido com extrac6es com metanol, porém é um valor referente a uma qualidade
maior de extracdo de taninos hidrolisaveis.

Os resultados obtidos sugerem que é preciso uma avaliacdo mais profunda em relacdo a
quantificacdo dos taninos hidrolisaveis em infusGes, por ser um pardmetro que pode influenciar na
qualidade sensorial, pois o fator adstringéncia é importante na preferéncia do consumidor pelo
produto (Monteiro et al., 2005). Apesar de serem iguais estatisticamente (Tabela 13), observa-se que
a infusdo preparada com 1g de folhas obteve os valores mais elevados em relacdo a quantificacdo de
taninos hidrolisaveis, isso mostra que em mais uma das analises realizadas nas infusbes a menor
concentracdo designa-se com atividade antioxidante superior, levando a conclusdo que o uso de 1g
de folhas é o suficiente para a preparagdo da bebida, verificando-se a necessidade de se realizar

estudos sobre os efeitos benéficos a salde que a sua ingestdo pode proporcionar.
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Capitulo 5

Concluséao




5. Conclusao

No presente trabalho foi feito o estudo sobre a atividade antioxidante de infusdes preparadas
com folhas de oliveira da cv. Santulhana, uma vez que € uma variedade minoritaria na regiao de Tras-
os-Montes, com um elevado potencial para exploracdo. Concluiu-se com os resultados obtidos que
ocorrem variagdes na composicdo fenolica das infusdes, de acordo com a mudanca nas formas de
preparo.

Relativamente ao rendimento de extracdo das infusdes, foi verificado que o uso de apenas 19
de folhas de oliveira € o suficiente para a obtencdo de uma quantidade satisfatoria de extrato. Uma
vez que, as infusGes de 2 e 3g foram consideradas saturadas, ja que a percentagem de extracdo
permaneceu estabilizada nas duas concentragdes, com variacfes apenas de acordo com o aumento da
temperatura de preparo. Sendo assim, para doses individuais de infusdes, 1g de folhas é o suficiente
para a obtencdo de um rendimento de extracao de liofilizacdo consideravel, e 0 aumento da quantidade
de folhas ndo significou aumento no rendimento da extragao.

Com a avaliacdo da composicdo fenodlica das infusdes, foi possivel identificar e quantificar
oito compostos fendlicos, nomeadamente, hidroxitirosol glicol, acido clorogénico, acido cafeico,
verbascosideo, oleuropeina, rutina, apigenina-7-O-glucoésido e luteolina. Tendo a oleuropeina como
composto maioritario, uma substancia com capacidade antioxidante e que influenciou na sensorial
das infusGes, sendo o composto responsavel pelo amargo identificado pelo painel senrorial. A
capacidade redutora total foi desigual entre as formas de preparo utilizadas, e ndo foi estabelecida
uma relacdo entre concentracao e temperatura. Salientando, que os compostos fendlicos sdo afetados
por fatores externos como as condicGes de preparo, o tipo de extracdo e o pré-tratamento aplicado na
folha, o que possivelmente influenciou na capacidade redutora total das infusdes.

Na avaliacdo da atividade antioxidante, verificou-se que o aumento da concentracdo de folhas
e a elevacdo da temperatura potencializaram o poder redutor, ou seja, elevou a capacidade
antioxidante das infusdes. Ja na determinacéo do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH, houve
pouca variacdo de percentagem de inibicdo entre as amostras, tendo a infusdo preparada com 1g de
folhas os valores mais baixos, concluiu-se que o uso de maior quantidade de folhas para esse
parametro eleva a seu poder antioxidante.

Para os diferentes grupos fendlicos analisados, concluiu-se que o teor em fenois totais €
influenciado pela variacdo de temperatura, os maiores valores obtidos foram a 100°C, indicando que
a maior temperatura eleva a presenga de compostos bioativos enriquecendo as infusdes. O efeito
sequestrante do radical ABTS e os taninos hidrolisaveis, no geral, foram mais elevados nas maiores
temperaturas, indicando uma relacdo direta com a temperatura de extragdo. Para os taninos, nao foi

observada muitas variagfes nos valores obtidos entre os tratamentos aplicados nas infusdes, e por
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iSs0, € necessaria uma avaliagdo mais aprofundada na quantificacdo de taninos hidrolisaveis, pois €
um parametro importante na caracterizacdo das infusoes de folha de oliveira.

Para o perfil de compostos volateis das infusdes, foram identificados 11 compostos principais,
sendo eles, isocatno, etanoato de butilo, 2-metil-1-butil acetato, acetato de hexilo, m-cimeno, D-
limoneno, eucaliptol, linalol, canfora, hexanoato de butilo e decanal. Esses compostos ja foram
identificados e quatificados na literatura, em folhas de oliveira, azeitonas e azeite, todos sendo
derivados da oliveira.

Sensorialmente, verificou-se que as infusbes com 3g de folhas destacaram-se em relacdo a
intensidade dos atributos, tendo a maior pontuacdo na maioria dos parametros. Além disso, foi
observada uma relacdo entre os compostos volateis e a sensorial das infuses, uma vez que 0
eucaliptol detectado da analise de perfil volatil, estd correlacionado com o mentol percebido na
sensorial das infusbes, e também o cedro, pode estar relacionado com o linalol identificado pela
analise dos compostos volateis, uma vez que apresenta caracteristica de sabor amadeirado.

A realizacdo desse trabalho permitiu concluir que, as infusbes preparadas com folhas de
oliveira da cv. Santulhana possuem alta capacidade antioxidante detectada através das analises
realizadas. O estudo das diferentes concentrac6es de folhas, proporcionou a determinacgéo de que 1g
de folhas em granulometria reduzida é o suficiente para que os compostos fendlicos sejam extraidos
em quantidades adequadas para uma dose individual de infuséo.

Além disso, as temperaturas mais elevadas, de 80, 90 e 100°C, apresentaram maior eficiéncia
na extracdo dos compostos, ou seja, como 0 preparo caseiro de costume é realizado a 100°C, a
quantidade de polifendis presentes nas infusdes pode trazer beneficios para o consumidor. Para tal,
apesar de ja existirem estudos sobre 0 assunto, é preciso analisar com mais exatidao a relacdo entre a
quantidade de compostos fendlicos extraidos e seus beneficios ao organismo.

Sendo assim, o presente trabalho possibilitou concluir que pelas propriedades sensoriais e a
sua caracterizacéo, as infusdes de folha de oliveira da cv. Santulhana representam uma alternativa
para 0 aproveitamento desse sub-produto da oliveira, além disso, determinou-se que a melhor
combinacdo para otimizar a bioatividade das infusdes, € utilizar 1g de folhas de oliveira da cv.
Santulhana em temperaturas mais elevadas, sendo a de 100°C a sugerida pelo estudo.

Com isso, pode-se sugerir a valorizacao das folhas de oliveira dessa cultivar, muito presente
naregido de Tras-0s-Montes, pois é um subproduto da oleicultura, sendo uma matéria-prima de baixo
custo e elevado potencial para comercializagcdo. A infusdo é apenas uma das alternativas para
utilizacdo da folha de oliveira, que pode também ser utilizada para extragdo dos compostos fenolicos
e utilizacdo como antioxidantes de origem natural.

Para trabalhos futuros, sugere a realizacdo de anélises fisico-quimica das folhas de oliveira da

cv. Santulhana para uma caracterizacdo mais completa, com mais conhecimento sobre sua
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composicao, com isso a valorizacdo para sua utilizacdo pode ser acrescida. Outra linha a seguir, seria
a realizagéo da curva de secagem das folhas de oliveira, avaliando seu tempo de secagem para ajustar
modelos matematicos utilizando diferentes temperaturas e modos de secagem.

Além disso, sugere-se efetuar ensaios para a sua aplicacdo em produtos suscetiveis a oxidacgéo,
na tentativa de enriquecé-los com os compostos extraidos na infusao e, consequentemente, prolongar
sua vida de prateleira, essa vertente amplia o espectro de utilidades das folhas de oliveira, aumentando

0 interesse das industrias alimentares em investir na area de obtencéo de aditivos de origem natural.
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ANEXO |

Anexo Il: Ficha sensorial utilizada na avaliagcdo sensorial das infusdes de folha de oliveira cv.
Santulhana.

/ ’
@ i b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
L\ 2 Escola Superior Agraria

Analise Sensorial de Infusoes

Nome:

Cédigo: Data / / Hora: :

Descreva sucintamente as percepgdes dos parametros percebidos na infusao recebida:

Aspecto Visual:

Coloragao:
Intensidade de cor:
Intensidade
Clara Escura
Turbidez:
Intensidade
Limpo Turvo
Aroma:
Agradabilidade do aroma:
Intensidade
Extremamente Extr
Desagradavel Agradavel
Intensidade de aroma:
Intensidade
Imperceptivel Extr te
Forte
Paladar:
Intensidade do sabor:
Intensidade
Extr Extr
Desagradavel Agradavel
Persisténcia:
Intensidade
Breve Demorada
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Amargo:

INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Intensidade

b

Nada Amargo

Picante:

Intensidade

Nada Picante

Adstringéncia:

Intensidade

Nada Adstringente

Doce:

Intensidade

Nada Doce

Extremamente
Amargo

Extremamente
Amargo

Extremamente
Picante

Extremamente
Doce

Caracterizacao (roda dos aromas)

( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
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ANEXO 11

Anexo I1: Roda dos aromas utilizada para auxilio na avaliagcdo sensorial das infusdes de folha de

oliveira cv. Santulhana.
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