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EVALUATION OF DRYING TECHNIQUES AND ITS EFFECT ON THE
BIOACTIVE POTENTIAL OF OLIVE LEAVES EXTRACTS

Resumo: O presente artigo tem como objetivo a secagem de folhas de oliveira
aplicando duas técnicas de secagem (secagem convectiva e liofilizacéo) e caracterizar
0s extratos das folhas secas verificando seu potencial bioativo. A secagem convectiva
das folhas foi realizada em estufa de circulacdo de ar na temperatura de 40 °C e durante
24 h, e a liofilizacéo foi realizada a uma temperatura de -50 °C por 48 h. Os extratos das
folhas foram obtidos por maceracgéo e caracterizados quanto compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante. A utilizagéo das folhas apos a secagem na forma de extratos &
necessaria para o desenvolvimento de novos produtos, como forma de minimiza¢ao do
descarte de residuos produzidos pela olivicultura. Através dos resultados obtidos o
extrato da folha de oliveira foi considerado como sendo fonte de compostos fendlicos
com atividade antioxidante, podendo ser considerado um alimento funcional.
Comparando as técnicas de secagem utilizadas, a secagem convectiva se sobressaiu,
pois apresentou uma maior preservacao dos compostos bioativos.

Palavras-chave: Secagem convectiva; liofilizagdo; compostos fendlicos; atividade
antioxidante; olivicultura.

Abstract: This article aims to dry olive leaves using two drying techniques (convective
drying and freeze drying) and characterize the extracts of dried leaves checking their
bioactive potential. Convective drying of the leaves was carried out in an air circulation
oven at a temperature of 40 °C for 24 h, and freeze drying was carried out at a
temperature of -50 °C for 48 h. Leaf extracts were obtained by maceration and
characterized for total phenolic compounds and antioxidant activity. The use of leaves
after drying in the form of extracts is necessary for the development of new products, as
a way to minimize the disposal of residues produced by olive growing. Through the
results obtained, the olive leaf extract was considered to be a source of phenolic
compounds with antioxidant activity, and can be considered a functional food. Comparing
the drying techniques used, convective drying stood out, as it showed greater
preservation of bioactive compounds.

Keyword: Convective drying; Freeze drying; Phenolic compounds; Antioxidant activity;
olive growing.
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INTRODUGCAO

A oliveira (Olea europaea L.) € uma planta da familia Oleaceae, incluindo

espécies vegetais distribuidas em regides tropicais e temperadas, no entanto,
esta € uma espécie consolidada na regido mediterranea (GIACOMETTI;
ZAUHAR; ZUVIC, 2018; PUTNIK et al., 2017). Porém, essa cultura vem se
expandindo para outros territérios, principalmente no Brasil. Segundo o Instituto
Brasileiro de Olivicultura, a area atual cultivada com esta espécie no Brasil é de
cerca de 10.000 ha. O pais tem como seu principal produtor o Rio Grande do Sul
(RS), com mais de 70% de area cultivada com oliveiras (BELARMINO et al.,
2020). As terras brasileiras se mostraram boas para o cultivo da oliveira, hoje
produzindo azeites premiados mundialmente. Isso demonstra a importancia
social e econbmica desta cultura e a oportunidade emergente de usar qualquer
um dos subprodutos gerados (CAVALHEIRO et al., 2015a; ROSA et al., 2021).
Do ponto de vista econdmico, o interesse pela oliveira esta ligado a producéo de
azeitonas e azeite, mas durante esta producdo sdo gerados subprodutos,
igualmente valiosos, nas fracdes liquidas e soélidas, as fracdes sélidas sédo as
folhas e bagaco e a fracado liquida € o efluente da fabrica, que pode ser valorizado
compondo produtos inovadores, considerados uma rica fonte de produtos
naturais como o0s compostos de alto teor fendlico, além disso, o
reaproveitamento de subprodutos reduz a poluicao por eles causada, atendendo
a critérios de sustentabilidade da planta (ELKACMI et al., 2017; NUNES et al.,
2016).

Dentre esses subprodutos destacam-se as folhas da oliveira, que sao
geradas durante o processamento do fruto, na colheita e na poda, em grande
quantidade, cerca de 25 kg de folhas e galhos, por arvore, das atividades de
poda (LAMPROU et al., 2020). Para a fabricacdo do azeite, onde as folhas séo
separadas das azeitonas por uma maquina de sopro, podem representar entre
4% e 10% em peso da azeitona que vai para o beneficiamento. De acordo com

o Uultimo relatério da Organizacdo e Agricultura de Alimentos (FAO) que
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pesquisou o setor, 21,06 Mt de azeitonas sdo processadas todos os anos (FAO,

2020) levando a geracédo de 0,84 Mt de folhas de oliveira. Apenas na Espanha,
0,2 milhdes de toneladas de folhas de oliveira sédo geradas por ano (LAMA- @
MUNOZ et al., 2019; ROMERO et al., 2018; SAHIN; BILGIN, 2018). No Brasil,
na safra 2018/2019, com area de producdo de 1.500 hectares, foram colhidos
1.700.000 kg de azeitonas e produzidos 198.664 litros de 6leo, o que representa
uma quantidade substancial de folhas geradas como subproduto. A producao
atual de 6leos no Brasil ainda € pequena e tipica de uma inddstria nascente, mas
ja possui expressivo destaque internacional e perspectivas de crescimento
(INTERNATIONAL OLIVICULTURE COUNCIL, 2020; COSTA, 2019).

O reaproveitamento da folha de oliveira é importante para a gestdo dos
residuos, contribuindo do ponto de vista do meio ambiente. A folha tem potencial
de conversao em produtos Uteis de alto valor agregado, principalmente no que
diz respeito aos beneficios a salde humana devido a sua composicao rica em
compostos bioativos (AHMAD-QASEM et al., 2016; ERBAY; ICIER, 2009). A
investigagéo sobre a utilizagéo da folha de oliveira, nos mais diversos setores
industriais, é relevante. Algumas de suas aplicacfes incluem o desenvolvimento
de drogas naturais, alimentos funcionais e conservantes de alimentos naturais
(AHMAD-QASEM et al., 2016; MARTINY et al., 2020a). A presenca de fendlicos
e atividade antioxidante em folhas de oliveira foram relatados (ABAZA et al.,
2011; EL; KARAKAYA, 2009; LEE; LEE, 2010), mas muito poucos estudos estéo
disponiveis sobre métodos para preserva-los. E quando se trata da oliveira de
origem geografica brasileira, os estudos séo inexistentes.

Estudos indicam que a atividade biolégica dos compostos presentes na
folha de oliveira é eficaz no tratamento de doencas, como febre, inflamacéo e
hipertensdo (KERMANSHAH et al., 2020). Tendo em vista a atual situacao de
pandemia desencadeada pela COVID-19, um estudo mostrou que a oleuropeina
(composto fendlico) extraida da folha de oliveira pode atuar como um agente
antiviral (COPPA et al.,, 2017; OMAR, 2010; SUN; OSTRIKQOV, 2020). As

propriedades medicinais das folhas de oliveira referem-se principalmente aos
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compostos fendlicos, que constituem um importante grupo de compostos

antioxidantes, formado por um grande grupo de substancias quimicas. Os
compostos fenodlicos sdo considerados produtos secundarios do metabolismo
vegetal, geralmente derivados de reacfes de defesa contra agressoes
ambientais, com diferentes estruturas e atividades quimicas (MARTINEZ-
VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000). Folhas de oliveira tém quantidades
substanciais de compostos fenodlicos, como oleuropeina (o principal),
verbascosideo, luteolin-7-O-glucosideo, hidroxitirosol, vanilina e rutina em sua
composicdo, resultando em propriedades bioativas (GIACOMETTI; ZAUHAR;
ZUVIC, 2018; KIRITSAKIS; GOULA; ADAMOPOULOS, 2017). Nesse sentido, é
importante o estudo de técnicas que auxiliem na preservacéo desses compostos
em folhas de oliveira e que possibilitem sua aplicacdo. Entre essas técnicas esta
a operacao de secagem.

O processo de secagem de produtos vegetais que sdo utilizados pela
indUstria como matéria-prima é importante e deve ser aplicado apés a colheita
para uma melhor preservagédo, uma vez que a reducao do teor de umidade evita
a acdo de agentes deteriorantes como enzimas e micro-organismos
(GEANKOPLIS, 1998; MARTINAZZO et al., 2010). Além disso, dependendo do
tratamento térmico, a secagem de produtos vegetais pode promover a reducao
indesejavel de constituintes de interesse ou mesmo alteracdes nas
caracteristicas do produto (ERBAY; ICIER, 2010). Nesse sentido, um dos
desafios da industria na secagem da folha de oliveira é o conhecimento das
melhores condicdes de secagem para diminuir as perdas dos compostos
bioativos. A secagem convectiva tem sido comumente usada para a
desidratacdo de produtos vegetais ao longo dos anos (CALIN-SANCHEZ et al.,
2020), ja a liofilizacdo é uma técnica ndo convencional que vem sendo cada vez
mais utilizada.

A secagem por conveccao usa ar quente como agente de transferéncia
de calor e desidrata os produtos. Algumas vantagens dessa técnica sao: método

barato, uniformidade, simplicidade, facilidade de manuseio, acessibilidade e
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proporciona melhor secagem (CALIN-SANCHEZ et al., 2020; SENADEERA et
al., 2020). A liofilizacéo se processa em duas etapas: (1) congelamento da adgua
da matéria-prima; (2) aquecimento do sélido congelado para induzir a @
sublimacdo da umidade. Algumas vantagens da liofilizacdo séo: previne danos
de oxidacao; minimiza as alteracfes de compostos quimicos; e manutencao de
estrutura porosa (CALIN-SANCHEZ et al., 2020).
O presente artigo tem como objetivo a secagem de folhas de oliveira
aplicando duas técnicas de secagem (secagem convectiva e liofilizacdo) e

caracterizar os extratos das folhas secas verificando seu potencial bioativo.

METODOLOGIA

Matéria-prima

As folhas de oliveira (Olea europaea L.) utilizadas nessa pesquisa foram
cedidas pela estancia Guarda Velha, localizada no municipio de Pinheiro
Machado, Rio Grande do Sul, do cultivar Arbequina (31°30'04.0"S,
53°30'42.0"W). As folhas de oliveira foram coletadas em uma area de plantio de
arvores da espécie, no més de marco de 2021, devidamente separadas dos
galhos e flores e armazenadas em sacos plasticos. As folhas in natura podem
ser armazenadas sob refrigeracdo em sacos plasticos fechados hermeticamente
e cobertos com papel aluminio por um periodo de 16 dias sem que haja perdas
significativas em seu contetdo de compostos fendlicos totais (CAGLIARI, 2017).
Portanto, esse periodo é respeitado para o uso das folhas coletadas.

Inicialmente, as folhas coletadas passaram por um pré-tratamento que
consistiu da higienizacdo com agua corrente, solu¢cdo comercial de hipoclorito de
sédio 2% a 2,5% e agua destilada em adaptacao ao método sugerido por Peixoto
Neto, Azevedo e Araujo (2002). Apés esse tratamento inicial, as amostras foram

encaminhadas as secagens.
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Secagem convectiva

A secagem convectiva procedeu-se em estufa (ETHIK, Brasil) a 40 °C por
24 h. A temperatura de secagem foi escolhida baseada no estudo de Cagliari
(2017), em que o autor conclui que em temperaturas maiores que 60 °C h4d uma
perda maior dos compostos fendlicos totais das folhas de oliveira.

Liofilizacao

Primeiramente as folhas foram congeladas a -20 °C por 24 h. Apés, foram
encaminhadas para o liofilizador (Liotop — L101), em que foram liofilizadas a -55
°C por 48 h.

Obtencéao dos extratos de folhas de oliveira

As folhas secas pelas diferentes metodologias de secagem foram
cominuidas e peneiradas, assim obtendo-se um pé das folhas. Para
padronizacdo granulométrica das folhas de oliveira secas e moidas foi utilizada
a fracao retida na peneira de 60 mesh, fabricada no padrdo ABNT/ASTM/TYLER
(BERTEL INDUSTRIA METALURGICA LTDA., Brasil). O uso das folhas
previamente processadas, em pd, proporciona o0 aumento da superficie de
contato, ou seja, aumenta a exposi¢ao do soluto ao solvente, aumentando dessa
forma a extracdo de seus constituintes.

O produto composto pelas folhas secas, moidas e peneiradas foi
submetido ao processo de maceragdo dindmica. Foram pesados 1 g de cada
amostra e adicionados 100 mL de agua em erlenmeyers, que foram cobertos
com papel aluminio com o objetivo de impedir o contato do sistema extrator com
a luz. Na presenca de luz pode haver degradacéo indesejada dos compostos
que se pretende obter com a extracdo (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).
As extragBes por maceracdo foram realizadas em banho Dubnoff com controle
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de temperatura e agitacdo (QUIMIS, Brasil). A temperatura de extracao foi de 88

°C e o tempo de extracdo foi de 2 h, sendo essas condi¢cdes otimizadas por
Martiny et al., (2021).
Os extratos obtidos foram caracterizados quanto ao conteudo de

compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

Compostos fendlicos totais

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais é utilizado o método
espectrométrico adaptado de Singleton; Rossi (1965). Uma aliquota (0,5 mL) de
extrato de folhas de oliveira € misturada com 10 mL de agua destilada e 1 mL de
Folin-Ciocalteu. Apds 5 min, sdo adicionados 8 mL de solugcdo aquosa a 7,5%
(m/v) de carbonato de sddio. A mistura € armazenada no escuro por 2 h. Em
seguida, a absorbancia da mistura € quantificada no comprimento de onda de
765 nm com um espectrofotbmetro (Ultraspecl1000, AmershamPharmacia
Biotech, EUA). Os resultados dos compostos fendlicos totais sdo expressos em
miligramas de equivalente de &cido galico por grama de matéria seca (Mgcae.g’

1 b.s). A andlise é realizada em triplicata.
Atividade antioxidante

A atividade antioxidante é determinada a partir do método desenvolvido
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). O extrato de folhas de oliveira (0,2
mL) é misturado com 7,8 mL de solucdo de DPPH e mantida por 30 min no
escuro a temperatura ambiente. O mesmo procedimento é realizado com uma
aliquota de agua, a fim de se obter o branco. A concentracdo da solucéo de
DPPH é de 6x10° M e sera preparada com padrdo de DPPH e metanol de grau
de HPLC. A absorbéncia do branco e das amostras dos extratos sdo medidas

usando um espectrofotdmetro (Ultraspec1000, AmershamPharmacia Biotech,
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EUA) a 517 nm. A porcentagem de radicais livres capturados pelo radical DPPH

é calculada usando a Equacéao 1.

AA (%) = (Porance—tamestra) 10 1)

Abranco

em que AA é a atividade antioxidante, Ap,ranco € @ absorbancia do branco e

Aamostra € @ absorbancia das amostras de extrato de folhas de oliveira.
Anélise estatistica

Os dados experimentais foram analisados em triplicata e as respostas
qualitativas significativas foram submetidas ao teste de Tukey adotando-se nivel
de 5% de significancia. Para o desenvolvimento das andlises estatisticas foi

utilizado o software Statistica®, verséo 10.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante para as folhas de oliveira desidratadas pelos
processos de secagem convectiva e liofilizagao.

Tabela 1: Compostos fendlicos totais (FT) e atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos das
folhas secas por técnicas de secagem distintas.
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Extrato FT (mgocae.gH)* AA (%)*
Folha secagem convectiva 149,94 + 1,144 91,59 + 0,964
Folha liofilizada 134,42 + 0,198 05,23 + 1,828

*média + desvio médio (n=3). Letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna
diferem significativamente entre as formula¢des estudadas (P > 0,05). Fonte: Autores (2021).
Pela andlise da Tabela 1, quando se comparou os dois métodos de
secagem, foram observadas diferencas significativas, tanto para os compostos
fendlicos quanto para atividade antioxidante. O extrato obtido das folhas secas

por secagem convectiva apresentou maior conteiddo de compostos fendlicos
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totais e menor atividade antioxidante quando comparado ao extrato obtido das
folhas liofilizadas. Esse foi um resultado que néo era esperado, haja vista que a
liofilizacdo possui como caracteristica geral uma menor degradacdo dos
compostos de interesse presentes na matriz. A composi¢cao quimica das plantas
€ sensivelmente afetada pelo processo de secagem, porém em muitos casos
essa operacdo faz-se necesséria para atender aos requisitos de estoque e
transporte dos produtos. A escolha do método adequado de secagem para cada
matriz vegetal é de fundamental importancia, para minimizar a perda de
principios ativos e retardar a sua deterioracdo, permitindo a conservacao das
plantas por um periodo maior para a sua posterior comercializagéo e uso (DUAN
et al., 2016).

No presente trabalho o uso da secagem convectiva mostrou-se mais
vantajosa, dado o maior conteido de compostos fendlicos totais. Além disso,
gquando comparada a liofilizacdo a secagem convectiva € mais viavel de ser
implementada, pois possui uma operacéo facil, baixo custo e projeto simples. Ja
a liofilizac@o possui um custo de instalagdes muito alto e é um processo lento e
caro (Calin-Sanchez, 2020). Keselj et al. (2017) estudaram o consumo de
energia da secagem convectiva e da liofilizacdo e compararam os dois métodos,
0os resultados mostraram que 0 consumo de energia para 0 processo de
liofilizacdo é maior do que para o processo de secagem convectiva, além disso
a liofilizacdo levou mais tempo do que a secagem por conveccao.

Barbosa e Graziano (2006) também estudaram e compararam o efeito da
liofilizacdo e da secagem convectiva em uma matriz vegetal (laranja) sobre os
probiéticos da fruta, os resultados deles mostraram que o tratamento por
secagem convectiva foi melhor quando comparado a liofilizacdo pois preservou
o probidtico Lactobacillus plantarum 299v por mais tempo.

Os resultados dos compostos fendlicos totais encontrados no presente
estudo foram excelentes quando comparados aos dados relatados na literatura.
Abaza et al. (2011) também produziram extratos aquosos de folhas de oliveira

por maceracao e encontraram 16,52 mgeae.g* (d.b). Ahmad-Qasem et al. (2013)
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estudaram a extracao fendlica de folhas de oliveira utilizando uma técnica mais

avancgada, o ultrassom e relataram que um contetdo fendlico inferior que variou
de 21,6 a 43,4 mgcae.g? (d.b.). Cavalheiro et al. (2015b) relataram uma taxa de
extracdo de 29 mgcae.g? (d.b.) para folhas de oliveira sob extracdo por
maceracdo em etanol, em condicdo de temperatura ambiente com duracfes
variando de 5 a 24 h. Por fim, Rosa et al. (2021) obtiveram extratos de folhas de
oliveira secas por secagem convectiva que apresentaram como resultado 57,28
mgacae.gt (d.b.) para compostos fendlicos e 67,25 % para atividade antioxidante.

A acdo antioxidante de um composto esta diretamente relacionada com
0s componentes bioativos presentes e depende da estrutura quimica e
concentragBes destes fitoquimicos na matriz (MAGALHAES et al., 2008). As
folnas de oliveira apresentaram alto teor de compostos fendlicos totais e
conseqguentemente, elevada atividade antioxidante. Em compara¢éo com outras
pesquisas, resultados semelhantes de atividade antioxidante de até 94% foram
obtidos para extratos de folha de oliveira (FARES et al., 2011; MOUDACHE et
al., 2016; SAHIN; BILGIN, 2018).

Os extratos das folhas secas de oliveira podem ser aplicados nos mais
diversos setores da industria sobretudo nas industrias farmacéuticas e de
alimentos. Martiny et al., (2020b) produziram extratos de folhas de oliveira a partir
de folhas secas por secagem convectiva. Eles obtiveram 89,52% de atividade
antioxidante e 115,96 mgcae.g? (d.b.) de compostos fendlicos e aplicaram os
extratos em embalagens para carne de cordeiro, 0s resultaram demostraram que
a carne pode ser armazenada por um periodo maior de tempo. Em outra
publicacdo, os pesquisadores aplicaram extrato de folha de oliveira para
controlar a estabilidade oxidativa do 6leo de soja, 0 que resultou em maior
atividade antioxidante (MOHAMMADI et al., 2016). Por fim, em uma pesquisa
recente sobre solucdes para a pandemia de COVID-19, a oleuropeina contida
nas folhas de oliveira foi citada. A oleuropeina tem sido um poderoso inibidor de
virus e blogueando a sintese de enzimas para a replicacdo do virus (SUN;
OSTRIKQV, 2020).
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CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados € visto que a utilizacdo das folhas de
oliveira ap0s a secagem ¢€ viavel para o desenvolvimento de novos produtos,
como forma de minimizacao do descarte de residuos produzidos pela industria.
A folha de oliveira é fonte de compostos fendlicos com atividade antioxidante,
podendo ser considerado um alimento funcional. Comparando as técnicas de
secagem utilizadas, a secagem convectiva se sobressaiu, pois preservou mais
0s compostos bioativos. No entanto, como sugestdes de trabalhos futuros,
analises mais detalhadas dos compostos bioativos poderéo ser realizadas; além
de avaliar a estabilidade das folhas secas durante o seu armazenamento; aplicar
0 extrato obtido no desenvolvimento de novos produtos para as industrias

alimenticias e farmacéuticas, por exemplo.
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