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RESUMO

As folhas de oliveiras (Olea europaea L. cv. Leccino), subproduto abundante da ca-
deia oleicola, representam uma alternativa sustentavel para obtencao de ingredien-
tes funcionais. Este estudo avaliou a influéncia da ordem de utilizacao dos solventes
(solucao etandlica seguida de solucao alcalina; e solugéao alcalina seguida de solu-
cao etandlica) e das condi¢coes de processo (tempo, temperatura e concentracdes
de etanol e NaOH) na extracao de proteinas e polifendis. As folhas foram secas, mo-
idas e submetidas a extragdo em duas sequéncias. O delineamento experimental
utilizado foi o Box—Behnken e as variaveis foram: NaOH, etanol, tempo e temperatu-
ra. O teor proteico foi quantificado pelo método de Bradford e os polifendis totais pe-
lo método de Folin—Ciocalteu. Na primeira sequéncia etandlica para alcalina, foi pos-
sivel extrair de 17,39-24,21 mg EAG/g de polifendis e de 2,28-28,48 mg/g de prote-
inas, enquanto na sequéncia, extragao alcalina para etandlica, os valores obtidos va-
riaram de 12,09-19,73 EAG mg/g de polifenéis e 10,3-32,4 mg/g de proteinas. A
analise de desejabilidade apontou que condi¢des intermediarias favoreceram a ma-
ximizacdo conjunta das respostas na segunda sequéncia de extracao, enquanto na
primeira sequéncia apenas o tempo foi utilizado no seu valor maximo no ponto 6ti-
mo, sendo as outras variaveis em condi¢cdes intermediarias. Conclui-se que utilizar a
sequéncia etandlica para alcalina é mais eficiente para a recuperacdo dos compos-
tos bioativos, enquanto a sequéncia alcalina para etandlica favorece as proteinas,
confirmando o potencial das folhas de oliveira para a obtencdo de novos ingredien-
tes.

INTRODUCAO

Os frutos da oliveira (Olea europaea L.), uma planta perene nativa das areas
costeiras do Mediterraneo, sdo muito estimados pela producdo do azeite e a
azeitona também tem sido muito comercializada na forma de conservas (Espeso et
al., 2021). As folhas de oliveiras (FO) apresentam composi¢do nutricional importante,
rica em nutrientes, compostos fendlicos, antioxidantes, corantes (Ribas et al., 2022),
mas que acabam sendo subvalorizados. Métodos convencionais de extracdo
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apresentam limitacdes quanto a seletividade e rendimento, sendo a escolha de
solventes e das condicbes de processo determinantes para a recuperagdo de
compostos de maior valor agregado. Nesse contexto, a extracdo sequencial
utilizando solventes com diferentes caracteristicas fisico-quimicas configura uma
abordagem promissora para potencializar a obtencdo simultdnea de proteinas e
polifendis. As proteinas oriundas de subprodutos podem ser aplicadas como aditivos
na producado de alimentos a base de plantas e até mesmo em carne cultivada, um
segmento do setor alimenticio que vem crescendo e ganhando destaque. O objetivo
do trabalho foi avaliar qual a sequéncia mais vantajosa de extracado para a producao
de ingredientes provenientes de subprodutos de folhas de oliveiras em relagéo as
propriedades proteicas e funcionais por meio do delineamento experimental e
condicoes 6timas de processo.

MATERIAIS E METODOS

Matéria-prima

As folhas da cultivar Leccino foram coletadas na Colénia Witmarsum (Palmeira, Pa-
rand) em 2022, sanitizadas, secas em estufa (55 °C), moidas (60 mesh) e armaze-
nadas ao abrigo da luz.

Delineamento Experimental

Foi conduzido um experimento de extracdo sequencial de compostos bioativos e
proteinas soluveis a partir de residuos de folhas de oliveira da cultivar Leccino. As
extracoes foram realizadas em duas ordens distintas: na primeira sequéncia,
utilizou-se inicialmente alcool etilico (50-90%) seguido de solugcdo alcalina de
hidréxido de sédio (0,02-0,06 M), enquanto na segunda sequéncia o processo foi
invertido, iniciando-se com a solucdo alcalina e, posteriormente, o alcool etilico. O
delineamento experimental adotado foi do tipo Box—Behnken, com 17 ensaios e
duas repeticbes no ponto central, em trés niveis codificados (-1, 0, 1). As
concentragcdes de NaOH testadas foram 0,02 M (-1), 0,04 M (0) e 0,06 M (1),
enquanto os teores de etanol corresponderam a 50% (—1), 70% (0) e 90% (1). O
tempo de extracdo variou entre 25, 50 e 75 minutos, e a temperatura foi ajustada
para 20, 40 e 60 °C, sendo mantidas iguais em ambas as sequéncias, diferenciando-
se apenas quanto ao solvente inicial.

Anélises

A concentracao de proteinas sollveis foi determinada pelo método de Bradford, en-
quanto os polifendis totais foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu.

Analises Estatisticas
A analise estatistica dos dados foi realizada com o software Statistica v12.0, utili-
zando modelos de superficie de resposta e a ferramenta de desejabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O delineamento Box—Behnken possibilitou avaliar o efeito dos fatores experimentais
na extracdo de polifendis e proteinas soluveis das folhas de oliveira. Os valores
obtidos variaram de 12,1 a 24,21 mg EAG/g de subproduto para polifendis e de
10,33 a 32,41 mg/g para proteinas (Tabela 1). Verificou-se que a sequéncia iniciada
com a extracdo etandlica, seguida pela extracdo alcalina, resultou nos maiores
teores de polifendis (17,4-24,21 mg EAG/g). Por outro lado, a sequéncia inversa,
iniciada com a extracdo alcalina e seguida pela etandlica, favoreceu a recuperacao
de proteinas (10,33-32,41 mg/q).

Tabela 1 — Efeito da sequéncia de extracao na recuperacgao de polifendis totais e
proteinas soluveis de folhas de oliveira

Sequéncia Polifendis (EAG mg/q) Proteinas (mg/g)
minimo — maximo minimo — maximo
Etanodlico — Alcalino 17,39 — 24,21 2,28 — 28,48
Alcalino — Etandlico 12,09 - 19,73 10,33 — 32,41

Resultados expressos em mg/g de subproduto. EAG: equivalente de acido galico.

Essa diferenca sugere que a ordem de aplicacdo dos solventes exerce influéncia di-
reta sobre a seletividade do processo de extracdo, atuando de forma distinta sobre
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compostos fendlicos e proteicos.

Figura 1. Determinagé@o do ponto 6timo de extragdo pela ferramenta desejabilidade para otimizar a
extracao de polifenois totais e proteinas sollveis em conjunto; a) Efeito extracdo alcalina seguida da
etandlica; b) Efeito da extracao etandlica seguida da alcalina.

A analise de desejabilidade (Figura 1) evidenciou que concentragdes intermediarias
de solventes e condigdes moderadas de processo foram determinantes para a recu-
peracdo simultanea de polifendis e proteinas. No grafico (a), a modelagem indicou
que NaOH 0,04 M e etanol 70%, a 40 °C por 75 min resultaram no melhor equilibrio
global entre as respostas. No grafico (b), correspondente a extragao etandlica segui-
da da alcalina, verificou-se que 70% de etanol seguido de NaOH 0,04 M, a 40 °C por
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50 min, favoreceram a maximizacao conjunta, alcancando teores de até 24,2 EAG
mg/g de polifendis e 28,4 mg/g de proteinas. Quando a extracao foi iniciada em meio
etandlico, observou-se maior liberagdao de polifendis. Isso ocorre porque o etanol,
por apresentar polaridade intermediaria, rompe ligacées de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas presentes no residuo vegetal, promovendo a solubilizacdo desses com-
postos. Contudo, essa etapa pode provocar a desnaturacao parcial de proteinas, re-
duzindo sua posterior solubilizacdo. Por outro lado, quando a sequéncia comegou
em solucao alcalina, houve maior recuperacgao proteica, ja que o pH elevado aumen-
ta a ionizacdo dos grupos funcionais das cadeias laterais, gerando repulséo eletros-
tatica entre cargas negativas e, consequentemente, maior solubilidade em agua. Es-
se efeito esta diretamente associado ao aumento da carga liquida negativa das pro-
teinas em meios alcalinos, que impede a agregacao e favorece a extragao (Saraiva
et al., 2021). De forma complementar, a solubilidade proteica também depende da
natureza estrutural de cada fracdo, o que determina sua afinidade por solventes
aquosos ou alcoodlicos (Damodaran; Parkin; Fennema, 2017). Dessa forma, a ordem
de aplicacao dos solventes direciona seletivamente o processo: o etanol inicial favo-
rece polifendis, enquanto o meio alcalino inicial potencializa a extrac¢ao.

Conclusodes

A ordem de utilizacdo dos solventes influenciou diretamente a recuperacéo dos com-
postos, sendo a sequéncia iniciada com etanol mais eficiente para polifendis, enquan-
to a iniciada em meio alcalino favoreceu a extracao de proteinas. Os resultados de-
monstram o potencial das folhas de oliveira como fonte sustentavel de compostos bi-
oativos e proteinas vegetais, reforcando seu aproveitamento como ingrediente funcio-
nal e contribuindo para a valorizagao da cadeia oleicola.
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