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Resumo 

 

LORINI, Alexandre. Perfil metabolômico de folhas de cultivares de oliveiras 
nas diferentes estações do ano. 2018. 85f. Dissertação (Mestrado em Ciência 
e Tecnologia de Alimentos) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e 
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
Considerada uma cultura milenar, a oliveira (Olea europaea L.) possui além de 
seu fruto, as folhas, que contêm quantidades apreciáveis de compostos 
bioativos, os quais estão relacionados com o sistema de defesa das plantas e 
com diversas ações no organismo humano. Os estresses abióticos funcionam 
como mecanismos de ativação das rotas de sínteses destes compostos, devido 
ao aumento do nível oxidativo nas plantas pela produção de radicais livres. 
Comumente cultivada na região do mediterrâneo, diversos programas de 
melhoramento foram responsáveis pela modificação e criação de novas 
cultivares de oliveira, para que estas pudessem ser cultivadas em toda a parte 
do mundo. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil metabólico de 
folhas de cultivares de oliveira (Arbequina, Manzanilla e Picual) coletadas em 
nas diferentes estações do ano (outono, inverno, primavera e verão) em Pinheiro 
Machado/RS durante 2016/17. Foram realizadas por espectrofotometria a 
determinação de compostos fenólicos, flavonoides, taninos, carotenoides e 
clorofilas, enquanto que a identificação e quantificação de fenólicos individuais, 
foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 
espectrometria de massas. Também foram realizados ensaios de potencial 
antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e ABTS. Como resultados foi 
possível observar que as folhas da cultivar Manzanilla apresentaram os maiores 
teores de compostos fenólicos e que as folhas coletadas no verão apresentaram 
uma quantidade desses compostos significativamente maior que as coletadas 
nas outras estações. Consequentemente, os potenciais antioxidantes dos 
extratos polares destas folhas apresentaram alta correlação com estes 
compostos, sendo observado maiores potenciais nos mesmos tratamentos em 
que o conteúdo de compostos fenólicos se sobressaiu. Compostos polares e 
apolares se comportaram de maneira diferente, gerando questionamentos sobre 
como as vias de síntese destes compostos interagem ou se são independentes. 
A relação entre a finalidade da cultivar (produção de azeite ou azeitonas de 
mesa) e os compostos bioativos nas folhas ainda precisa ser melhor estudada, 
devido aos maiores níveis de compostos fenólicos e taninos hidrolisáveis 
encontrados na Manzanilla neste trabalho. Por fim, foi possível concluir que a 
cultivar e a época de coleta possuem relação significativa com o perfil metabólico 
de folhas de oliveira. 
 
Palavras-chave: atividade antioxidante, compostos bioativos, perfil metabólico, 
Olea europaea L. 
 
 
 
 



 
 

Abstract 

 
LORINI, Alexandre. Metabolomic profile of olive cultivars leaves in the 
different seasons of the year. 2018. 85f. Dissertação (Mestrado em Ciência e 
Tecnologia de Alimentos) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e 
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
Considered a millenary culture, the olive tree (Olea europaea L.) has besides its 
fruit, the leaves, which contain appreciable amounts of bioactive compounds, 
which are related to the system of defense of plants and with various actions in 
the human organism. The abiotic stresses act as mechanisms of activation of the 
routes of synthesis of these compounds, due to the increase of the oxidative level 
in the plants by the production of free radicals. Commonly cultivated in the 
Mediterranean region, several breeding programs were responsible for the 
modification and creation of new olive cultivars, so that they could be cultivated 
throughout the world. Therefore, the objective of this study was to evaluate the 
metabolic profile of leaves of olive cultivars (Arbequina, Manzanilla and Picual) 
collected in the different seasons of the year (autumn, winter, spring and summer) 
in Pinheiro Machado / RS during 2016/17. The determination of phenolic 
compounds, flavonoids, tannins, carotenoids and chlorophylls were performed by 
spectrophotometry, while the identification and quantification of individual 
phenolics was performed by high performance liquid chromatography coupled to 
mass spectrometry. Antioxidant potential tests were also carried out using DPPH, 
FRAP and ABTS methods. As results it was possible to observe that the leaves 
of the cultivar Manzanilla presented the highest contents of phenolic compounds 
and that the leaves collected in the summer presented a quantity of these 
compounds significantly higher than those collected in the other seasons. 
Consequently, the potential antioxidants of the polar extracts of these leaves 
showed high correlation with these compounds, being observed greater 
potentials in the same treatments in which the content of phenolic compounds 
excelled. Polar and nonpolar compounds behaved differently, raising questions 
about how the synthesis pathways of these compounds interact or whether they 
are independent. The relationship between the purpose of the cultivar (oil 
production or table olives) and the bioactive compounds in leaves still needs to 
be better studied, due to the higher levels of phenolic compounds and 
hydrolysable tannins found in Manzanilla in this work. Finally, it was possible to 
conclude that the cultivar and the collection season have a significant relationship 
with the metabolic profile of olive leaves. 
 
Key-words: antioxidant activity, bioactive compounds, metabolic profile, Olea 
europaea L. 
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1 Introdução 

A oliveira (Olea europaea L.) é uma árvore frutífera da família botânica 

Oleaceae, característica do Mediterrâneo; contudo, é encontrada em muitas 

regiões do globo terrestre. Os dois principais produtos oriundos desta planta são 

o azeite e as azeitonas de mesa, sendo estimado uma produção mundial em 

2017 de aproximadamente 2,95 milhões de toneladas de azeitonas e 2,89 

milhões de toneladas de azeite (IOC, 2018). Além do fruto, as folhas da oliveira 

também podem ser utilizadas como um coproduto, o qual fornece componentes 

considerados essenciais para a saúde humana, principalmente devido a 

presença de compostos bioativos como os compostos fenólicos (Govaris et al., 

2010; Kiritsakis et al., 2010; Herrero et al., 2011).  

Os principais compostos identificados nas folhas de oliveira são da classe 

dos fenólicos simples, flavonoides e secoiridoides (Talhaoui et al., 2015). Todos 

estes compostos são originários do metabolismo especializado da planta e 

possuem função protetiva para a oliveira e para outras plantas em que são 

sintetizados. Além disso, alguns autores já observaram atividades anti-

hipertensiva (Obied et al., 2012), anticancerígena (Bouallagui et al., 2011; 

Barrajón-Castalán et al., 2015), anti-inflamatória (Lockyer et al., 2015), 

antimicrobiana (Pereira et al., 2007), hipocolesterolêmicas (Wang et al., 2008), 

imunomoduladoras no sistema gastrointestinal, respiratório e nervoso central, 

quimiopreventiva, cardiovascular e até para distúrbios metabólicos (Cumaoglu et 

al., 2011; Obied et al., 2012; Bulotta et al., 2014;). 

As características dos extratos das folhas de oliveira despertam crescente 

interesse devido aos antioxidantes naturais presentes serem econômicos e 

eficientes, os quais podem prolongar o tempo de validade dos produtos 

alimentares, evitando perdas em suas qualidades sensoriais (Bouaziz et al., 

2010; Erbay e Icier, 2010). Além da incorporação dos extratos em alimentos, eles 

podem também ser utilizados como nutracêuticos e/ou aproveitados pela 

indústria farmacêutica para fabricação de remédios através da extração de seus 

compostos. 

Os estresses abióticos que as plantas são submetidas, como falta ou 

excesso de água, extremos de frio ou calor, incidência de luz ultravioleta B (UV-
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B), poluentes do ar, ferimentos mecânicos e a deficiência nutricional, produzem 

radicais livres e por consequência provocam estresses oxidativos (Le Gall et al., 

2015). Autores perceberam que em oliveiras o déficit hídrico é um fator 

importante para a produção de compostos fenólicos e de flavonoides, os quais 

têm a função de regular o balanço de radicais livres no organismo da planta e 

evitar a sua morte (Nakabayashi e Saito, 2015). Alguns autores observaram o 

aumento de compostos fenólicos, dentre eles da oleuropeína e de hidroxitirosol, 

e consequentemente o aumento da capacidade antioxidante de folhas quando 

submetidas a algum tipo de estresse (Sofo et al., 2004; Arslan et al., 2013; e 

Doupis et al., 2013). 

Estes vários metabólitos presentes nas plantas são uma fonte de estudo 

para o ramo da metabolômica, e vêm se tornando uma ferramenta muito 

importante em diversas áreas na ciência de alimentos, como a conformidade de 

regulamentos, processamento, qualidade, segurança e microbiologia (Cevallos-

Cevallos et al., 2009). Muitos trabalhos já foram realizados com técnicas 

metabolômicas, e nem sempre eles apresentam a mesma finalidade (Zorb et al., 

2006; Wahyuni et al., 2013; Aranha, 2016; Hoffmann, 2016). 

As folhas de oliveira são um coproduto de grande interesse pela indústria 

farmacêutica e de alimentos, por serem ricas em compostos com atividade 

biológica. Sabe-se que os estresses pelos quais as plantas passam resultam em 

respostas no seu metabolismo e que as oliveiras não são plantas nativas da 

região sul do Rio Grande do Sul. Portanto, percebe-se a importância em avaliar 

a influência das variações na temperatura durante as mudanças das estações 

do ano na região do Pampa Gaúcho no perfil metabólico das folhas de oliveiras, 

que resultam na produção de diferentes compostos do metabolismo 

especializado, assim como variações em suas quantidades. 

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil metabolômico 

das folhas de oliveira (Olea europaea L.) de diferentes cultivares (Arbequina, 

Manzanilla e Picual) durante as mudanças de estação do ano no Pampa gaúcho, 

visando encontrar a melhor cultivar e época do ano para a coleta das folhas.  
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1.1. História e evolução da oliveira 

Aproximadamente há 6000 anos a oliveira começou a ser cultivada na 

bacia do mediterrâneo, e acredita-se que o cultivo dela começou antes que a 

palavra fosse inventada. Arqueólogos indicam que o cultivo começou 

originalmente na Síria, Israel, Líbano, Chipre e Creta. De Creta, onde foi se 

espalhando para o resto da Grécia, e por volta de 600 antes de Cristo (aC) esta 

cultura foi introduzida na Itália e no norte da África (Kostelenos e Kiritsakis, 

2017). 

De Roma o cultivo da oliveira se expandiu por todo o Império Romano, 

além de ser introduzida na Espanha com a ajuda de gregos e árabes. Depois da 

cultura estar instalada na Itália e Espanha, o cultivo foi amplamente difundido 

pelo sul da Europa, e, portanto, daí vem o nome Olea europaea. Com a 

descoberta do continente norte-americano, a oliveira foi levada por colonos 

espanhois e plantadas pela primeira vez por volta de 1800 depois de Cristo (dC) 

na Califórnia (Kostelenos e Kiritsakis, 2017). 

Contudo, alguns pesquisadores acreditam que a oliveira não seja 

originária da bacia do mediterrâneo, mas das margens ocidentais do Mar Cáspio, 

do Cáucaso do Sul, Sudão e Etiópia (Breton et al., 2012). Estas suposições se 

devem a um grande número de oliveiras selvagens nestas regiões. Estudos 

moleculares realizados pelos autores concluíram que as oliveiras presentes na 

região são descendentes da oliveira selvagem. No entanto, a origem e 

domesticação da oliveira, de forma geral, permanecem desconhecidas. 

Segundo Hadji Savvas (2008) a domesticação da oliveira pode ter iniciado 

no mediterrâneo oriental com a utilização da madeira como combustível ou na 

construção e das folhas para a alimentação animal, além do processamento de 

azeite de oliva, para uso medicinal, cosmético e combustível para lâmpadas. 

Além disso, o autor também relata que, assim como outras árvores frutíferas, a 

domesticação da oliveira pode ser relacionada ao fato de possuir frutos 

comestíveis. 

No Brasil, segundo Coutinho et al. (2009), a oliveira foi introduzida há 

vários séculos em quase todos os estados. No ano de 1948 a cultura foi 

introduzida oficialmente no estado do Rio Grande do Sul após a criação de um 
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órgão especializado em serviços oleícolas na Secretaria de Agricultura. Contudo 

os plantios ainda eram pouco desenvolvidos, devido a forma como foi 

incentivado o desenvolvimento da cultura. Somente depois de análises em 

laboratórios comprovarem que as azeitonas e o azeite produzido no Brasil 

possuíam a mesma qualidade dos italianos é que realmente o plantio foi 

intensificado (Coutinho et al., 2009). 

No ano de 2005, um projeto da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (Embrapa) Clima Temperado foi iniciado com o intuito de fornecer 

suporte técnico aos olivais já implantados e aos futuros, junto com o 

melhoramento dos frutos (Bertoncini et al., 2010). 

 

 

Figura 1. Produção de azeitonas pelas regiões do mundo em 2017. Fonte: 

(IOC, 2018) 

 

Atualmente, cerca de 30 países ao redor do mundo cultivam oliveiras, 

contudo é na bacia mediterrânea que está localizada o maior número dessa 

cultura, sendo a principal fonte de produção azeite de oliva do mundo. Esta 

produção mundial só foi possível devido a estudos que produziram mais de 1500 

cultivares de oliveira, para se adequar aos mais diferentes ambientes e climas. 

Estima-se que o cultivo de oliveira ocupe mais de 9,8 milhões de hectares, sendo 

Distribuição de produção de azeitonas 
no mundo

Europa

África

Amérca do Norte

América do Sul

Ásia

Oceânia

Outros
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a 6ª cultura mais importante para a produção de óleos comestíveis (Kostelenos 

e Kiritsakis, 2017). 

Segundo dados da International Olive Council (IOC, 2018), em 2017 foi 

produzido aproximadamente 2,95 milhões de toneladas de azeitonas no mundo 

(Figura 1), e processados 2,89 milhões de toneladas de azeite de oliva.  

 

1.2. Características botânicas e condições de cultivo 

A taxonomia clássica da planta de oliveira por categoria, nome científico 

e nome comum estão apresentados a seguir (USDA, 2018): 

. Reino: Plantae - plantas; 

. Subreino: Tracheobionta - plantas vasculares; 

. Superdivisão: Spermatophyta - plantas de semente; 

. Divisão: Magnoliophyta - plantas com flores; 

. Classe: Magnoliopsida - dicotiledôneas; 

. Subclasse: Asteridae; 

. Ordem: Scrophulariales; 

. Família: Oleaceae - família oliveira; 

. Gênero: Olea L. - Oliva; 

. Espécie: Olea europaea L. - Oliva; 

. Subespécie: Olea europaea L. ssp. europaea - azeitona europeia. 

 

Além disso, a espécie O. europaea possui seis subespécies: subespécie 

cuspidata, derivada do sul e leste da África e se espalha do Oriente Médio para 

China; subsp. laperrinei, derivada do centro-sul do Saara e do Sahel oriental; 

subsp. maroccana, advinda do sudoeste de Marrocos, a oeste do Monte Atlas; 

subsp. cerasiformis, proveniente das Ilhas Canárias e da Madeira, e Porto Santo; 

subsp. guanchica, derivada das ilhas Canárias; e a subsp. Europaea, que é 

subdividida em duas variedades, a silvestre e a cultivada na Europa (Kostelenos 

e Kiritsakis, 2017). 

Ao longo dos anos, muitas cultivares de azeitonas foram desenvolvidas 

para se adequar as condições de cultivo, sendo que as quatro principais 
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cultivares para produção de azeite são: Koroneike na Grécia, Frantoio na Itália, 

Arbequina na Espanha e Mission nos Estados Unidos da América (Kostelenos e 

Kiritsakis, 2017). Porém, atualmente existem muitas outras cultivares, sendo 

algumas delas próprias para produção de azeitonas de mesa. As azeitonas 

diferenciam-se em vários aspectos, como cor, tamanho e o teor e qualidade de 

óleo, revelando um metabolismo próprio para cada cultivar. 

Existe uma grande gama de cultivares, com características próprias e 

resistência a estresses que permitem o plantio da oliveira em vários locais do 

planeta. No estado do Rio Grande do Sul várias cultivares podem ser cultivadas, 

entre elas a Arbequina, Manzanilla e Picual (Cappellaro et al., 2009). A seguir 

estão apresentadas algumas informações pertinentes a cada uma delas: 

Arbequina: É uma cultivar espanhola, muito apreciada pela alta 

produtividade, tamanho médio de fruto (Figura 2a), alto rendimento de óleo e 

cultivo fácil para pomares. Os óleos são ricos em polifenois, com amargor médio 

e alto sabor de pungência, embora se destaque o alto índice de estabilidade e 

alto teor de ácido oleico. É adequada para misturar com óleos de baixa 

estabilidade (Tous, 2017). 

Picual: É uma cultivar importante na Catalunha, também encontrada em 

vários lugares do mundo. Resistente a geadas e adaptável a diferentes 

condições climáticas e de solo. Seus frutos (Figura 2b) amadurecem no início e 

no meio da temporada. Possui alto teor de óleo, sendo produzido um azeite com 

sabor frutado médio, equilibrado na boca e facilmente apreciado pelos novos 

consumidores devido ao seu sabor adocicado, contudo apresenta baixa 

estabilidade (Tous, 2017). 

Manzanilla: Também de origem espanhola, sendo a mais apreciada e 

difundida devido à alta produtividade e qualidade dos frutos (Figura 3) para 

azeitona de mesa. Apresenta porte reduzido e se adapta ao cultivo intensivo. É 

susceptível ao frio e a separação entre polpa e caroço é realizada facilmente 

(Cappellaro et al., 2009). 
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(a)                                                         (b) 

Figura 2. Azeitonas das cultivares Arbequina (a) e Picual (b). Fonte: (Tous, 

2017) 

 

Figura 3. Azeitonas da cultivar Manzanilla. Fonte: (Cappellaro et al., 2009) 

 

A oliveira é uma árvore com formato arredondado com tempo de vida de 

mais de 1000 anos, podendo medir entre 15 e 20 metros, e quando mantida sob 

práticas agrícolas, pode ser reduzida a alturas de 4 a 5 m (Tsantili et al., 2017). 

Quanto ao fruto, a azeitona, pode ser dividido em três parte: epicarpo (pele) que 

representa 1-3% do peso; o mesocarpo, porção comestível que representa 70-

80% do fruto; e o endocarpo, que representa a semente e o peso restante do 

fruto (Farinelli et al., 2002). Segundo Tsantili et al. (2017) o tamanho e a forma 

do fruto podem variar com a cultivar, carga de frutos, fertilidade do solo, água 

presente no solo e práticas agrícolas, sendo as cultivares com tamanho de frutos 

grandes destinadas a processamento de azeitonas para mesa, enquanto que 

aquelas com tamanho de fruto pequeno são destinados para produção de azeite 

de oliva. 
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Por ser uma cultura de clima subtropical, a oliveira deve ser cultivada nas 

zonas temperadas e subtropicais, sob variações climáticas e de solo. As plantas 

necessitam de invernos suaves e verões quentes e secos, com temperatura 

anual média de 15-20°C. Geadas na primavera e antes da colheita não são 

fatores benéficos, podendo provocar o murchamento das azeitonas, queima das 

folhas e até a necrose da árvore. As cultivares mais resistentes à geadas são: a 

Cornicabra, Arbequina, Picual, Mission, Leccino, Carolea, Chemlali, Moraiolo e 

Picholine (Barranco et al., 2005). Nas regiões tropicais não é viável o cultivo da 

oliveira, devido a falta de baixas temperaturas necessárias para a floração, 

contudo, algumas cultivares poderiam ser cultivadas em clima tropical, contanto 

que em elevada altitude, para atender as necessidades de baixa temperatura 

(Tsantili et al., 2017). 

Em estudo realizado por Tous et al. (2014) foi concluído que 70% das 

plantações de oliveira no mundo são tradicionais, sendo a densidade de árvores 

é de 120 por hectare; 29% são pomares modernos, ou intensivos, com 200 a 

400 árvores por hectare ou de alta densidade com 450 a 800 árvores/ha; e 

somente 1% são pomares com super-alta densidade, com mais de 1500 

árvores/ha. 

Em relação as folhas, Fernández-Escobar et al. (2012) relatam que elas 

se apresentam em formas de penas, cobertas por uma camada de cera e 

cutícula. Além disso, seus estômatos estão quase deitados na superfície inferior, 

protegendo as folhas da perda de água e da radiação UV, podendo aumentar 

em até três vezes a superfície eficiente da folha. 

 

1.3. Composição bioativa de folhas de oliveira 

A composição bioativa das folhas de oliveira apresenta variações 

conforme a variedade, cultivar, região de cultivo, solo, condições climáticas, 

entre outras. Os compostos presentes nas folhas de oliveira a tornam um 

material complexo (Tabela 1), que inclui flavonoides e seus derivados 

glicosilados, secoiridoides e seus derivados, fenois simples, ácidos fenólicos e 

derivados, dentre outros.  

 



17 
 

Tabela 1. Classes de compostos bioativos presentes em folhas de oliveira 

Família de 
compostos 

Compostos Referência 

Flavonoides Catequina, rutina, luteolina, taxifolina, 
diosmina, diosmetina, cirstimaritin, 
apigenina, quercetina, eriodictiol, 
luteolina-7-glicosideo, apigenina-7-
glicosideo, luteolina diglicosídeo, 
luteolina-7-rutinosideo, apigenina-7-
rutinosideo 
 

Meirinhos et al. (2005), Silva et al. 
(2006), Japón-Luján e De Castro 
(2008), Mylonaki et al. (2008), 
Kiritsakis et al. (2010), Taamalli et 
al. (2012a, 2012b), Quirantes-Piné 
et al. (2013), Talhaoui et al. (2014) 

Fenóis simples Hidroxitirosol, tirosol, hidroxitirosol 
hexosídeo, hidroxitirosol acetato, 
tirosol glicosídeo, vanilina 

Silva et al. (2006), Japón-Luján e 
De Castro (2008), Kiritsakis et al. 
(2010), Quirantes-Piné et al. 
(2013), Talhaoui et al. (2014) 
 

Ácidos fenólicos e 
derivados 

Ácido cafeico, ácido vanílico, ácido 
homovanílico, ácido siríngico, ácido 
gálico, ácido ferrúlico, ácido 
clorogênico, ácido caftárico, ácido 
quínico 
 

Quirantes-Piné et al. (2013) 

Secoiridoides e 
seus derivados 

Secologanosídeo, oleosídeo, 
oleuropeína, siringaresinol, 
lucidomosídeo D, dimetiloleuropeína, 
oleuropeína aglicona, oleosídeo metil 
éster, oleuropeína diglicosídeo, 
hidroxi oleuropeína, ligstrosídeo, 
ácido elenólico 

Silva et al. (2006), Japón-Luján e 
De Castro (2008), Kiritsakis 
et al. (2010), Quirantes-Piné et al. 
(2013), Talhaoui et al. (2014) 

   
Adaptado de Rodríguez-Pérez et al. (2017) 

 

Segundo pesquisadores que avaliaram a composição bioativa de folhas 

de oliveira da região do Pampa Gaúcho, elas apresentam médias de 16,1 a 30,2 

mg.g-1 de ácido gálico, 33,1 mg.100g-1, 13 mg.100g-1 e 46,1  mg.100g-1 de 

clorofilas “a”, “b” e totais. Os teores de carotenoides expressos em luteína, 

zeaxantina e β-caroteno foram de, 26,12 mg.100g-1, 22,95 mg.100g-1 e 10,76 

mg.100g-1 respectivamente. Foram observados teores de tocoferóis totais de 

10,42 mg.100g-1, sendo 8,88 mg.100g-1 de α-tocoferol, 0,83 mg.100g-1 de γ-

tocoferol, 0,71 de δ-tocoferol e 0,02 de β-tocoferol (Pacetta, 2007; Cavalheiro et 

al., 2014; Machado et al. 2014). 

Romero et al. (2017) quando avaliaram folhas de oliveira cultivada sob 

condições agronômicas comuns perceberam que podem ser encontrados teores 

de 20 e 70 g.kg-1 para ácidos triterpênicos e compostos fenólicos. Guinda et al. 

(2015) avaliou quatro cultivares espanholas (Picual, Hojiblanca, Arbequina e 
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Lechin) e observou teores que variaram de 8,02 a 15,8 % de compostos fenólicos 

em peso de folha seca. 

Em relação a quantidade de compostos fenólicos quantificados nas folhas 

de oliveira, estudo realizado por Romero et al. (2017) encontrou teores de 

oleuropeína que variaram para a cultivar Picual de 47468 a 72117 mg.kg-1 e 

Arbequina 30456 a 55577 mg.kg-1 entre três períodos de coleta 

(novembro/janeiro/abril). Quando quantificado os compostos fenólicos 

individuais em cultivares espanholas, Guinda et al. (2015) encontraram teores 

variando de: 0,53 a 1,12 % para hidroxitirosol, 4,46 a 8,72 % para oleuropeína, 

0,40 a 0,78 % para verbascoside.  

 

1.4. Propriedades biológicas das folhas de oliveira 

Durante o império egípcio os extratos das folhas de oliveira eram muito 

conhecidos e utilizados devido as suas propriedades medicinais e na 

preservação de alimentos (Rahmanian et al., 2015). No início de 1900, quando 

haviam vários surtos de malária, o chá das folhas de oliveira também era 

utilizado, e apresentava resultados superiores ao quinino no tratamento da 

doença (Therios, 2009).  

Além de serem conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e 

antimicrobianas, farmacologicamente, os extratos das folhas de oliveira vêm 

sendo utilizados como anti-hipertensivo (Obied et al., 2012), anticancerígeno 

(Bouallagui et al., 2011; Barrajón-Castalán et al., 2015), anti-inflamatório 

(Lockyer et al., 2015), antimicrobiano (Pereira et al., 2007), hipocolesterolêmicos 

(Wang et al., 2008), imunomodulador no sistema gastrointestinal, respiratório e 

nervoso central, quimiopreventivo, cardiovascular e até para distúrbios 

metabólicos (Cumaoglu et al., 2011; Obied et al., 2012; Bulotta et al., 2014;). 

Extratos de folhas de oliveira inferiram na redução da pressão sanguínea 

e da glicemia, e no aumento do fluxo sanguíneo, relaxando as artérias (Konoz et 

al., 2013). Foi observado que os compostos fenólicos presentes na folha, como 

a oleuropeína, seus derivados e hidroxitirosol, tem efeitos hipocolesterolêmico 

devido a diminuição do colesterol total sérico, na redução de triglicerídeos e dos 

níveis de lipoproteína de baixa densidade (LDL), assim como na redução do 
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processo de peroxidação lipídica e no aumento da atividade enzimática 

antioxidante (Jemai et al., 2008a; 2008b). 

O extrato das folhas de oliveira demonstrou também alta atividade 

anticâncer, sendo observado sua atividade contra duas linhas tumorais da 

tireoide (Bulotta et al., 2013), de tumores linfáticos das células tumorais da glia 

(Carrera-González et al., 2013) e de células de câncer de mama (Bouallagui et 

al., 2011); além de seu papel quimiopreventivo no carcinoma de células 

escamosas da língua (Grawish et al., 2011).  

Resultados de trabalhos em que foi avaliada a atividade de extratos de 

oliveira, indicam que extratos ricos em flavonas, como a diosmetina e luteolina, 

apresentaram maior atividade anticâncer contra células da mama, concluindo 

que sua atividade não depende isoladamente de um composto, mas sim de um 

conjunto (Taamalli et al., 2012b). Também foi observado que o consumo do 

extrato de folhas de oliveira entre concentrações de 300 a 1000 mg.kg-1 e de 

oleuropeína nas concentrações de 25 a 85 mg.kg-1 duas vezes ao dia, durante 

duas semanas, impediu o aumento da espessura da pele induzida pela radiação 

ultravioleta B (Sumiyoshi e Kimura, 2010). 

A atividade antimicrobiana é outra propriedade muito estudada dos 

compostos presentes nas folhas de oliveira. Autores relatam atividade frente a 

diversas bactérias, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., dentre outras 

(Korukluoglu et al., 2006; Sudjana et al., 2009; Brahmi et al., 2012a; 2012b; Rafiei 

et al., 2012). 

 

1.5. Aplicação das folhas em produtos alimentícios 

As folhas consistem em aproximadamente 10% do peso total de azeitonas 

que chegam na indústria para o processamento. Alguns autores estão utilizando 

este material como uma alternativa para o aumentar o potencial antioxidante em 

azeites através da adição das folhas durante o processo de extração, com o 

intuito de melhorar a qualidade tanto no âmbito de características químicas 

quanto sensoriais (Farag et al., 2003; Farag et al., 2007; Bouaziz et al., 2008; 

Malheiro et al., 2013).  
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Paiva-Martins et al. (2007) observaram que 1 kg do extrato das folhas de 

oliveira pode fortificar de 50 a 320 litros de azeite refinado, obtendo, desta forma, 

produto com estabilidade idêntica ao de azeite virgem. Malheiro et al. (2013) 

relataram que adicionando 10% de folhas de oliveira durante a extração do azeite 

há um aumento de 30% de vitamina E no azeite, concedendo maior resistência 

oxidativa ao produto final. 

Também é observado o uso das folhas de oliveira para alimentação 

animal ou como combustível de queima para geração de energia (Altiok et al., 

2008; Ahmad-Gasem et al., 2013). Paiva-Martins et al. (2014) avaliaram a adição 

de farinha de folhas de oliveira na dieta de porcos e perceberam reduções nos 

níveis de triacilgliceróis plasmáticos, no armazenamento de gordura e no menor 

peso corporal, sugerindo a utilização deste material na dieta humana. Os autores 

destacam que as folhas podem ser incorporadas na dieta não somente através 

de seus extratos, mas também na forma de farinha. Marangoni et al. (2015) 

avaliaram a suplementação da dieta de frangos com farinha de folhas de oliveira 

e perceberam que dietas com 10 g.kg-1 de folhas promoveram menor taxa de 

mortalidade dos animais, e com 5 g.kg-1 induziram na menor conversão 

alimentar. 

Além de sua utilização como farinha na alimentação animal e para 

extração e melhoramento de azeites de oliva, as folhas são conhecidas a 

milênios por seu uso na forma de chás. Segundo Özcan e Matthäus (2017), o 

chá de folhas de oliveira, na região do mediterrâneo, é o mais comumente 

utilizado entre os povos para curar vários tipos de doenças. 

 

1.6. A era da metabolômica 

Com o advento das tecnologias genômicas, proteômicas, transcriptômicas 

e, mais recentemente, metabolômicas, a maneira de fazer ciências nas diversas 

áreas de pesquisas vem mudando e se adaptando as formas mais fáceis e 

rápidas de análise. Contudo é importante entender o que representa cada uma 

destas técnicas. 

A genômica é uma técnica relacionada a resultados sobre a expressão 

genética, ou seja, a sequência completa do material genético, mais 
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especificamente o DNA dos organismos. A transcriptômica está relacionada aos 

RNAs requeridos pelas células, já que os RNAs revelam quais os genes que 

estão sendo expressos e como a expressão destes podem mudar durante a vida 

do organismo, diferente do DNA que se mantém estático durante toda a vida (Do 

Amaral et al., 2006). A proteômica, em sequência da transcriptômicas, refere-se 

ao sistema de proteínas que são sintetizadas depois que o DNA expressa o 

comando através do RNA, e, portanto, é uma técnica que complementa as duas 

anteriores, estando associada à elucidação das funções que as proteínas 

exercem no organismo (Noordin e Othman, 2013). 

A metabolômica é uma técnica que utiliza análise quantitativa ou 

qualitativa, e, portanto, está relacionada a todo o conjunto de metabólitos 

encontrados nas células, fluidos e/ou tecidos corporais (Koek et al., 2011). 

Segundo De vos et al. (2007) a análise metabolômica, por ser capaz de 

identificar e comparar um número grande de compostos em um sistema 

biológico, é uma técnica de grande importância. Contudo, segundo o autor, 

quando é avaliado o tecido vegetal, é importante entender que seu complexo 

sistema não torna possível a extração e detecção em uma só vez de todos os 

compostos presentes na matriz. 

Existem dois métodos de se fazer a análise metabolômica, de forma 

direcionada ou não. A análise direcionada é feita quando se quer avaliar um 

grupo específico de metabólitos ou uma rota específica de compostos. Enquanto 

a análise não-direcionada é realizada quando se deseja obter a visão do perfil 

total de metabólitos sintetizados em um sistema biológico em determinada 

condição (Villas-Bôas et al., 2005; Cevallos-Cevallos et al., 2009). 

Na área de alimentos a análise metabolômica vem sendo muito empregada 

para denominação de origem geográfica; para examinar a influência de 

diferentes condições de cultivo, como solo, clima, irrigação, adubação, dentre 

outros; e também para identificar alterações genéticas, contaminações ou 

adulterações (Zorb et al., 2006; Cevallos-Cevallos et al., 2009; Wahyuni et al., 

2013). 

Autores utilizaram da análise metabolômica para avaliar o perfil 

metabólico de grãos de trigo cultivados em diferentes métodos, sistema orgânico 
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e convencional, em mesmas condições de solo e clima (Zorb et al., 2006); e para 

avaliar a biodiversidade de acessos de pimenta (Capsicum spp.) (Wahyuni et al., 

2013). 

Devido a trabalhos (Hoffmann, 2016) foi possível descriminar a partir da 

análise metabolômica por cromatografia líquida, espécies de Butias e suas 

origens geográficas a partir da composição da polpa dos frutos de forma não 

direcionada. Aranha (2016) caracterizou acessos de pimentas de forma não 

direcionada também utilizando cromatografia gasosa, contudo a análise 

metabolômica não foi eficaz para discriminar as espécies, porém alguns acessos 

foram diferenciados dos demais por apresentarem maiores teores de sacarose, 

frutose ou dihidrocapsaicina. 

 

1.7. Metabolismo secundário em plantas 

Diferente do metabolismo primário que está relacionado com o 

armazenamento de energia e manutenção nutricional da vida da planta, o 

metabolismo secundário está envolvido com a defesa frente a estresses bióticos 

ou abióticos, chamativos para insetos polinizadores ou dispersores de sementes 

ou até mesmo promovendo a simbiose entre planta e micro-organismos. Os 

metabólitos podem ser divididos em três grupos, referentes a suas vias de 

síntese e suas semelhanças estruturais, sendo eles os terpenoides, compostos 

fenólicos e os compostos nitrogenados (Taiz e Zeiger, 2013). 

Os terpenos são formados através da junção de moléculas de cinco 

carbonos oriundas das rotas do ácido mevalônico (MEV) e do metileritritol fosfato 

(MEP). Os terpenos têm ação tanto no crescimento e desenvolvimento das 

plantas, quanto na defesa delas contra herbívoros (Trapp e Croteau, 2001; 

Soriano et al., 2004; Veitch et al., 2008). Os terpenoides mais conhecidos são os 

carotenoides, moléculas formadas por 40 carbonos, constituindo um dos 

pigmentos mais importantes da natureza devido a suas numerosas funções, 

largas distribuições e diversidade estrutural (Oliver e Palou, 2000). As variações 

encontradas de carotenoides em frutas e vegetais geralmente estão 

relacionados a fatores como a variedade genética, estádio de maturação, local 

e variações climáticas, dentre outros (Capecka et al., 2005). 
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Os aminoácidos, principalmente a lisina, tirosina ou triptofano, são as 

principais moléculas precursoras dos compostos nitrogenados como os 

alcaloides, glicosídeos cianogênicos e os glicosinolatos. As principais funções 

destes compostos estão relacionadas a controle de pragas como herbívoros e 

apresentam risco toxicológico para os seres humanos (Chen et al., 2008; 

McSweeney et al., 2008). Segundo (Taiz e Zeiger, 2013) os alcaloides interferem 

no sistema nervoso, afetam transporte de membrana, a síntese proteica ou a 

atividade de várias enzimas; enquanto que glicosídeos cianogênicos liberam 

ácido cianídrico e os glicosinolatos isotiocianato. 

Os compostos fenólicos são oriundos da rota do ácido chiquímico, sendo 

a fenilalanina um intermediário da biossíntese da maioria destes compostos 

(Oliveira e Bastos, 2011). Dentro deste grande grupo estão presentes os ácidos 

fenólicos, flavonoides, antocianinas, ligninas e taninos. Os flavonoides são 

sintetizados através da rota do ácido chiquímico e do ácido mevalônico. Os 

taninos se dividem entre hidrolisáveis e condensados, sendo o primeiro 

constituído de polímeros heterogêneos que contem ácidos fenólicos e o segundo 

resultante da polimerização de unidades de flavonoides. As antocianinas são 

glicosídeos que podem apresentar vários açucares e as ligninas são polímeros 

de álcoois de fenilpropanoides altamente ramificados (Taiz e Zeiger, 2013). 
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2 Capítulo 1 – Artigo de revisão 

 

Potencial biológico da oleuropeína  
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Abstract: It is known that olive fruits and virgin olive oils are a good source of 

polyphenols and other antioxidants that have aroused increasing interest. An 

oleuropein, o-dihydroxyphenoic glycoside, is one of the main phenolic 

compounds identified in fruits and leaves of olive. Oleuropein has several 

pharmacological properties, including antioxidants, cardioprotective, 

neuropathic, anticancer and others. In addition, its derivatives are responsible for 

the bitter and spicy taste of green fruits of olives and virgin olive oils. In the 

physiology of the olive tree, an enzymatic biotransformation of the oleuropein is 

related to a maturation of the fruit and to the tissue-specific defense mechanism. 

 

Key-words: pharmacological properties, olive leaves, phenolic compounds. 

 

Resumo: Sabe-se que os frutos da oliveira e os azeites virgens derivados são 

boas fontes de polifenois e outros antioxidantes que tem despertado interesse 

crescente. A oleuropeína, glicosídeo o-dihidroxifenoico, é um dos principais 

compostos fenólicos identificados em frutos e folhas de azeitona. A oleuropeína 

apresenta várias propriedades farmacológicas, incluindo efeitos antioxidantes, 
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cardioprotetores, neuropáticos, anticâncer e outros. Além disso, seus derivados 

são responsáveis pelo gosto amargo e picante de frutos verdes de olivas e de 

azeites virgens. Na fisiologia da planta de oliveira, a biotransformação enzimática 

da oleuropeína está relacionada com a maturação do fruto e com o mecanismo 

de defesa específico do tecido. 

 

Palavras chaves: propriedades farmacológicas, folhas de oliveira, compostos 

fenólicos. 

 

Introdução 

 

A oliveira (Olea europaea L.) é uma árvore frutífera classificada na família 

botânica Oleaceae, característica da região Mediterrânea, que é utilizada para 

fins ornamentais e para a produção de azeite de oliva (Fares et al., 2011; Lalas 

et al., 2011). Além de seus frutos, as folhas de oliveira também fornecem 

componentes considerados importantes para a saúde humana, e por isso o 

interesse acerca das folhas tem aumentado, especialmente pelo seu elevado 

conteúdo de polifenois, os quais exercem efeitos benéficos à saúde (Kiritsakis et 

al., 2010).  

As folhas de oliveira (Olea europea L.) são ricas em compostos fenólicos, 

dentre os quais está em maior concentração a oleuropeína (Aouidi et al., 2012; 

Al-Azzawie, et al., 2006) a qual é um éster do ácido elenólico e 3,4-dihidroxifenil 

etanol (Tan et al., 2003) que, após ser ingerida, é convertida para hidroxitirosol, 

que caracteriza-se como um composto com importante atividade antioxidante 

(Zoidou et al., 2014). Diversos autores relatam que a oleuropeína apresenta 

importantes propriedades como: anti-inflamatória (Visioli et al., 1998), 

antimicrobiana (Tripoli et al., 2005), antioxidante (Visioli et al., 2002), antiviral 

(Micol et al., 2005), dentre outras.  

As características da oleuropeína despertam crescente interesse nos 

métodos de extração, de separação, de purificação e a aplicação nas mais 

diversas áreas (alimentícia, cosmética e farmacêutica). Na indústria alimentícia, 

a oleuropeína pode ser usada para prevenir a oxidação em alimentos, 

principalmente em produtos ricos em lipídeos, uma vez que apresenta a 

capacidade de sequestrar radicais livres (Xynos, et al., 2012). 
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Características 

 

A oleuropeína consiste em um polifenol pertencente a um grupo 

específico de compostos semelhantes a cumarina, os secoiridoides. Os 

secoiridoides são produzidos pelo metabolismo secundário dos terpenos e 

formados a partir de um álcool feniletil (hidroxitirosol e tirosol), do ácido elenólico 

e, eventualmente, de resíduos aglucosídicos.  

A oleuropeína (C25H32013) é um éster de hidroxitirosol e glucosido de ácido 

elenólico (um esqueleto oleosídico comum aos glucosídeos secoiridoides de 

Oleaceae (Figura 1); composto fenólico não tóxico de massa molecular 540,54 

g.mol-1. Esta molécula é pouco volátil mas é termolábil, podendo se degradar à 

partir de 80ºC, instável na presença de oxigênio e à luz, possui uma alta 

solubilidade em água e uma baixa solubilidade em óleo, apresenta aparência 

cristalina em sua forma pura e é relativamente inodora (Montedoro et al., 1993; 

Soler-Rivas et al., 2000; Segura-Carretero et al., 2010; Walter et al, 1973; Japón-

Luján et al., 2006; Pereira et al., 2007; Ansari et al., 2011).  

A oleuropeína é um composto presente no metabolismo especializado de 

plantas do gênero Olea, sendo observado em plantas da família Oleaceae 

(oliveira), assim como em gêneros como o Jasminum e Fraxinus (Calis et al., 

1993; Damtoft et al., 1993; Tanahashi et al., 1996). Nas oliveiras o conteúdo de 

oleuropeína é influenciada pela variedade, clima, grau de maturação das 

azeitonas no momento da colheita, sistema de processamento e tipo de produto 

de oliva (Hassen, et al 2015). Nas folhas a concentração de oleuropeína é em 

torno de 60-90 mg.g-1 (Le Tutour, 1992). 

Relatos na literatura apontam que a oleuropeína apresenta um alto poder 

antioxidante, propriedade anti-inflamatória, ação hipotensiva, hipoglicemiante e 

hipouracêmica, bem como ações farmacológicas benéficas à saúde como 

antimicrobiana, antiviral e antitumoral, além de inibir o aumento da fração LDL 

(Low Density Lipoprotein) no sangue (Bisignano et al., 1999; Benavente-Garcia 

et al., 2000; Andrikopoulos et al., 2002; Micol et al., 2005; Al-Azzawie et al., 

2006). 
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Biossíntese e degradação 

 

O estudo sobre a síntese da oleuropeína começou após ela ser relatada 

pela primeira vez em 1960, e desde então se acredita que nas plantas da família 

das Oleaceae a oleuropeína seja derivada do ácido mevalônico (MVA), o qual é 

convertido por uma série de reações que incluem oxidações, reduções, 

glicosilações e metilações (Jensen et al., 2002;  Ryan et al., 2002). 

A oleuropeína representa, em sua síntese, um ponto de encontro entre a 

síntese de terpeno e síntese fenólica (Ryan et al., 2002).  Contudo, estudos 

recentes apontam que muitas das reações para a síntese da oleuropeína ainda 

são desconhecidas, o que torna impróprio excluir rotas de biossíntese alternativa 

da oleuropeína (Alagna et al., 2012). Ryan et al. (2002) apontam que a fração de 

hidroxitirosol, ou seja, a fração fenólica presente na oleuropeína deriva da 

hidroxilação da aglicona ligstroside, sendo o tirosol (composto derivado da 

tirosina) o principal precursor fenólico da oleuropeína. Damtoft et al. (1993) 

salienta que a conversão biossintética é lenta, provavelmente em função da 

translocação dos precursores pelos tecidos da planta. No entanto, Alagna et al. 

(2012) relatam que o ligstrósido talvez seja um derivado e não um precursor da 

oleuropeína. 

A degradação da oleuropeína (Figura 2) pode ocorrer via enzimática e/ou 

química, culminando com a formação de compostos como o hidroxitirosol, ácido 

elenólico e dimetil oleuropeína, sendo este último resultante da desmetilação da 

oleuropeína (Briante et al., 2001; Servili et al., 2004; Alagna et al., 2012).  

A oleuropeína é um composto abundante nos estádios iniciais de frutos 

da oliveira. Durante o crescimento e amadurecimento das azeitonas existem três 

fases distintas, em que na primeira há acumulo de oleuropeína (crescimento) e 

na segunda e terceira há redução dos níveis deste composto (maturação) (Amiot 

et al., 1989). Estudos recentes relatam que durante a maturação das azeitonas 

de muitas cultivares de oliveiras, a oleuropeína é degradada em hidroxitirosol, 

ácido elenólico e dimetil oleuropeína (Yorulmaz et al., 2013). Ortega-Garcia et 

al. (2008) observaram que durante o processo de maturação dos frutos ocorreu 

queda nas concentrações de oleuropeína; no entanto, nas folhas das oliveiras, 

durante o mesmo período, ocorreu aumento da concentração deste composto. 

Os autores sugerem que pode haver uma interação entre a oleuropeína e as 
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polifenoloxidases (POP), convertendo a oleuropeína em compostos que tenham 

ação na desnaturação, reticulação ou alquilação de proteínas, os quais podem 

apresentar efeitos protetores contra herbívoros. 

Os produtos de degradação da oleuropeína podem ser diferentes em 

função do tipo de enzima que atua sobre este composto. A β-glicosidade (EC 

3.2.1.21) forma a oleuropeína aglicona ou a decarboximetil oleuropeína aglicona, 

através da liberação da glicose; enquanto que as esterases produzem derivados 

glucosil, como o hidroxitirosol e ácido elenólico, através da hidrólise das ligações 

ésteres presentes na oleuropeína (Wang et al., 2009). As oxidoredutases, 

peroxidases e polifenoloxidases, promovem o escurecimento através da 

oxidação de o-diidroxifenois para o-quinones (Segovia-Bravo et al., 2009). 

Contudo, segundo Ortega-Garcia et al. (2008) as polifenoloxidases não estão 

relacionadas com a queda nos níveis de oleuropeína em frutos durante a 

maturação, sendo observado tempos diferentes em relação a maior expressão 

da enzima e altas concentrações do composto. 

Estudos de De Leonardis et al. (2015) revelaram que a presença 

simultânea de oleuropeína and hidroxitirosol faz com que o segundo composto 

tenha um efeito inibitório na ação das polifenoloxidases. Segundo Gutierrez-

Rosales et al. (2010), a síntese de oleuropeína  está relacionada com a hidrólise 

enzimática causada pela β-glicosidase, enzima presente em varias etapas e na 

formação de compostos. As glicosiltransferases são consideradas como as 

catalisadoras da formação de oleuropeína através de oleuropeína aglicona 

(Alagna et al., 2012). 

Atualmente pesquisadores buscam identificar os genes responsáveis pela 

expressão gênica que aumenta a produção de oleuropeína, visando melhoria 

genética para o aumento das concentrações do composto e também para 

aplicação em engenharia metabólica em hospedeiros microbianos ou plantas 

(Alagna et al., 2016).  

 

 Aspectos biológicos 

 

A oleuropeína é facilmente absorvida pelo organismo humano, e portanto, 

assim como outros compostos fenólicos presentes na oliveira, grande parte da 
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oleuropeína ingerida é absorvida (Vissers et al., 2002), podendo assim, participar 

de várias funções no organismo.  

 

Estresse oxidativo 

 

 Sendo um composto fenólico a oleuropeína é reconhecida 

principalmente por ser um antioxidante, atuando na eliminação de radicais livres 

(Cicerale et al., 2012). Isto se deve principalmente à presença de grupos hidroxila 

na sua estrutura química, particularmente na fração 1, 2-di-hidroxibenzeno. Os 

grupos hidroxila podem doar hidrogênio para evitar a oxidação da molécula 

(Hassen et al., 2015). 

 et al. (2014) consideraram a relação estrutura-atividade antioxidante 

para estudar a atividade de eliminação radical da oleuropeína e seus derivados 

provenientes da oliveira usando a teoria funcional da densidade (DFT). No 

estudo foi identificada uma posição radical única (C3) na oleuropeína, 

caracterizada por baixa entalpia de dissociação de ligação e de densidade de 

rotação, além da capacidade de distribuição de elétrons.  

 A administração oral de extratos ricos em polifenois derivados de folhas 

de oliveira induziu no aumento do potencial antioxidante dos níveis de lipídios 

séricos e nas atividades hepáticas das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase (SOD) e catalase (CAT) em ratos alimentados com uma dieta rica em 

colesterol (Jemai et al., 2008a). 

 Em estudo visando investigar o potencial efeito preventivo da 

oleuropeína em uma toxicidade experimental de arsênio em camundongos, 

Ogun et al. (2016) verificaram que a oleuropeína melhorou o dano tecidual 

oxidativo pela eliminação de radicais livres. Neste estudo, o nível de óxido nítrico 

no sangue e nos tecidos diminuiu, enquanto o conteúdo de malondialdeído 

cerebral aumentou, em ratos tratados com arsênio.  Ainda, a imunorreatividade 

para óxido nítrico sintase induzíveis (iNOS) e para as óxido nítrico sintase 

endoteliais (eNOS), aumentou com o tratamento com arsênio, além de que a 

coloração imuno-histoquímica também demonstrou redução da expressão de 

iNOS e eNOS no fígado. 

 As atividades de antioxidantes enzimáticos, como superóxido dismutase 

(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRx), catalase (CAT) 
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e o nível de antioxidantes não enzimáticos como a glutationa (GHS), α-tocoferol, 

β-caroteno e ácido ascórbico, em coelhos de aloxano-diabéticos, apresentaram 

um aumento (Al-Azzawie  et al., 2006). 

 Muitos outros estudos demonstraram as propriedades antioxidantes da 

oleuropeína, como da redução do estresse oxidativo envolvido em hemorragia 

intracerebral (Shi et al., 2017), da capacidade de proteger as células musculares 

contra o estresse induzido por H2O2 nas células (Hadrich et al., 2016), da inibição 

da produção de espécies reativas de oxigênio no núcleo paraventricular (PVN) 

associado a hipertensão (Sun et al., 2017), e do efeito no estresse oxidativo 

induzido por lesão de reperfusão isquêmica em coração de rato (Esmailidehaj et 

al., 2016). 

 

Obesidade 

 

Hadrich et al. (2016) objetivaram avaliar o efeito da oleuropeína no nível 

de adiponectina na obesidade induzida por dieta hipercolesterolêmica em ratos 

e o mecanismo molecular subjacente à sua ativação, e observaram que a 

oleuropeína induziu na redução do peso corporal, na massa de tecido adiposo, 

de triglicerídeos e da esteatose hepática, e no aumento da concentração sérica 

de adiponectina. Com isso foi sugerido que a oleuropeína exerce importante 

efeito anti-obesidade em ratos com dieta hipercolesterolêmica por ativação da 

proteína quinase pela adenosina monofosfato (AMPK), e pela supressão da 

expressão de PPAR γ (receptor de proliferador de peroxisoma γ) nos tecidos 

adiposos.  

 

Diabetes 

 

A sinalização celular oxidativa vinculada ao estresse está fortemente 

associada ao metabolismo anormal da glicose (Valko et al., 2007). A oleuropeína 

foi diagnosticada como possível componente preventivo de diabetes e promotora 

da redução da concentração de glicose no sangue, podendo ser utilizada no 

tratamento de sintomas hiperglicêmicos e no aumento da atividade antioxidante 

(Wainstein et al., 2012). Sangi et al. (2015) introduziram diabetes em ratos por 

estreptozotocina (STZ) e verificaram que a ingesta de oleuropeína reduziu 
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significativamente os níveis séricos de glicose nestes animais. Liu et al. (2014a) 

descreveram que a ingesta de oleuropeína aumentou a resistência à insulina em 

diabetes induzida por dieta de alta gordura em ratos, reduzindo o fator de 

necrose tumoral alfa e da interleucina-6, a qual é associada ao processo 

inflamatório.  

 

Colesterol 

 

 Coelhos com dieta hipercolesterolêmica, após tratamento durante seis 

semanas com oleuropeína (10 ou 20 mg.(kg x d)-1), apresentaram redução no 

colesterol total e nas concentrações de triglicerídeos (Andreadou et al., 2006). 

Jemai et al. (2008a) testaram  o efeito  em ratos alimentados com dieta rica em 

colesterol, e verificaram que a hiperlipidemia induzida por esta dieta  resultou na 

elevação do colesterol total (TC), triglicerídeos (TG) e colesterol de lipoproteínas 

de baixa densidade (LDL-C). A administração de extratos de folhas de oliveira, 

ricos em oleuropeína e polifenois reduziu significativamente os níveis séricos de 

TC, TG e LDL-C e aumentou o nível sérico de colesterol de lipoproteínas de alta 

densidade (HDL-C).  

 

Câncer 

 

Neuroblastoma é um dos tipos mais comuns de tumores pediátricos que 

podem se espalhar rapidamente nos tecidos neuronais. Estudos avaliando o 

efeito terapêutico da oleuropeína na proliferação celular, na invasão, na 

formação de colônias, no ciclo celular e nos mecanismos apoptóticos na linha 

celular de neuroblastoma SH-SY5Y em condições “in vitro”, demonstraram que 

a oleuropeína pode ser um agente terapêutico no tratamento do neuroblastoma. 

Foi observado que a oleuropeína provocou a prisão do ciclo celular por regulação 

negativa de CylinD1, CylinD2, CyclinD3, CDK4, CDK6; regulação positiva das 

expressões de genes p53 e CDKN2A, CDKN2B, CDKN1A; indução de apoptose 

por inibição de Bcl-2; ativação de expressões de genes Bax, caspase-9 e 

caspase-3; redução da invasão em células SH-SY5Y; e supressão do número 

de colônias (Seçme et al., 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreadou%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16857843
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A quimioterapia à base de cisplatina é responsável por um grande número 

de falhas renais, e ainda está associada a altas taxas de mortalidade. Estudos 

com a ingesta de oleuropeína apontaram uma proteção contra a nefrotoxicidade 

induzida por cisplatina em ratos, além de ser observada atividade citoprotetora 

significativa (Geyikoglu et al., 2017).  

 

Hipertensão 

 

A hipertensão está associada à produção aumentada de espécies de 

oxigênio reativo (ROS) no núcleo paraventricular (PVN) do hipotálamo (Sun et 

al., 2017). Em ratos espontaneamente hipertensos, foi realizada a administração 

de oito semanas de 60 mg.kg-1.dia-1 de oleuropeína, e como resposta foi 

observado um aumento do sistema de defesa antioxidante no PVN  nos ratos 

(Sun et al., 2017). 

 

Hepatite B 

 

Jasminum officinale L. da variedade Grandiflorum (JOG) é uma planta da 

família Oleaceae, que na medicina popular é utilizada para o tratamento da 

hepatite no sul da China. Estudos demonstraram que a oleuropeína obtida das 

flores de JOG bloqueia efetivamente a secreção de antígeno de superfície da 

hepatite B (HBsAg) em células HepG2 2.2.15 de uma forma dose-dependente. 

Observou-se também que a aplicação intraperitonial de 80 mg.kg-1 de 

oleuropeína, aplicada duas vezes ao dia, reduziu a viremia em patos infectados 

com vírus da hepatite B na ausência de quaisquer sinais de toxicidade (Zhao et 

al., 2009). 

 

Hemorragia cerebral - AVC 

 

Shi et al. (2017) avaliaram a ingesta de oleuropeína em um modelo animal 

de hemorragia intracerebral de ratos Sprague-Dawley, desde os sintomas gerais 

até o mecanismo molecular detalhado. A partir do tratamento com oleuropeína 

observou-se um alívio do estresse oxidativo no déficit neurológico associado a 

hemorragia intracerebral e edema cerebral de maneira dependente da dose. 
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Desta forma, pode-se preservar a estrutura da barreira hematocefálica e 

suavizar o estresse oxidativo, podendo portanto, ser utilizada como um agente 

terapêutico promissor para a hemorragia intracerebral.  

 

Miocardite 

 

 A miocardite é uma doença cardiovascular comum e uma  das principais 

causas de cardiomiopatia dilatada. No estudo de Zhang et al. (2017) foi induzida 

miocardite em ratos e aplicado a ingesta de oleuropeína. Os resultados sugerem 

que a oleuropeína efetivamente impede o desenvolvimento de miocardite com a 

inibição das respostas inflamatórias mediadas por proteína quinases ativadas 

por mitógenos (MAPKs) e pelo fator nuclear kappa-B (NF-κB). Com a miocardite, 

citocinas segregadas de imunocítas ativadas destroem a funcionalidade dos 

cardiomiócitos e as células inflamatórias magnificam a reação inflamatória 

cardíaca (Amoah et al., 2015; Christia et al.,  2013). O fator nuclear kappa-B (NF-

κ B) é um dos pontos de conversação cruzada de múltiplas vias inflamatórias do 

sinal que tocam papeis fundamentais na regulação da expressão de citocinas 

(Kulms et al.,  2006), pois controla a produção de inúmeros mediadores pró-

inflamatórios (Giner et al., 2013; Killeen et al., 2013). As proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) atuam na imunidade, na alteração dos níveis de 

tradução e na expressão de vários citocinas pró-inflamatórias (Tiedje et al., 

2014). 

 

Alzheimer 

 

 Fragmentos de Amiloide-ß (Aß), os agregados de Aß oligoméricos e os 

peptideos piroglutamilados- Aß, os mecanismos epigenéticos e a disfunção de 

autofagia, parecem contribuir de diversas formas para a doença de Alzheimer 

(Luccarini et al., 2015). Grossi et al. (2013) observaram um efeito benéfico da 

aglicona de oleuropeína na redução da neurodegeneração associada a 

Alzheimer. Os autores demonstraram que a suplementação dietética de 

oleuropeína aglicona melhora fortemente o desempenho cognitivo em ratos 

transgênicos TgCRND8 jovens e de meia idade, reduz os níveis de Aβ40 e Aβ42, 

além de reduzir o tamanho e a compacidade das placas de amiloide Aβ. Foi 
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também destacada uma melhoria da memória episódica não-espacial e da 

memória funcional, em conjunto com a melhoria dos aspectos neuropatológicos 

corticais e uma indicação de autofagia que protege os neurônios da 

citotoxicidade induzida por Aβ. 

 

Parkinson  

 

 A doença de Parkinson consiste em uma desordem neurodegenerativa 

progressiva caracterizada pela morte progressiva de neurônios dopaminérgicos 

do mesencéfalo (Pasban-Aliabadi et al., 2013). Pasban-Aliabadi et al. (2013), 

com a utilização de um modelo in vitro de doença de Parkinson, que consiste em 

toxicidade induzida por 6-hidroxidopamina no feocromocitoma adrenal de ratos, 

relataram que a oleuropeína reduziu o ROS intracelular, a caspase 3 ativada, a 

razão Bax / Bcl-2 e a fragmentação de DNA em células tratadas com 

oleuropeína. Os efeitos protetores da oleuropeína são relacionados à suas 

propriedades anti-oxidativas e anti-apoptóticas e sugerem seu potencial 

terapêutico no tratamento da doença de Parkinson. 

 

Fibrilas de colágeno 

  

 As fibrilas de colágeno podem se acumular em quantidades excessivas 

e prejudicar o funcionamento normal dos órgãos, e esse acumulo é uma marca 

registrada de fibrose cardíaca, de quelóides e de esclerodermia sistêmica. Na 

fibrose cardíaca, a acumulação de fibrilas de colágeno nos vasos sanguíneos 

leva ao espessamento das artérias e alteração da arquitetura e da função 

cardíaca (Krenning et al., 2010). Bharathy e Fathimau (2017) investigaram o 

efeito inibidor da oleuropeína na formação de fibrilas de colágeno, e encontraram 

uma redução substancial na formação de fibrilas, sugerindo o efeito da 

oleuropeína na auto-montagem de colágeno; e também observaram que a 

formação de fibrilas de colágeno foi inibida de forma crescente em função do 

aumento da concentração de oleuropeína. 

 

 

 



35 
 

Cistite Hemorrágica 

 

A cistite hemorrágica é uma complicação devastadora observada em 

pacientes após tratamentos quimioterápicos convencionais que incluem agentes 

alquilantes de oxazafosforina, como a ifosfamida e a ciclofosfamida (CYP) 

(Altayli et al., 2012; Sinanoglu et al., 2012). Estudos demonstraram que o CYP 

induziu a inflamação urinária na mucosa e no tecido conjuntivo submucoso da 

bexiga, induzindo a danos vasculares, subseqüentes hemorragias, ulceração e 

erosão da mucosa (Boeira et al., 2011; Moraes et al., 2013; Sherif et al., 2016). 

Foi observado que a oleuropeína neutralizou os efeitos nocivos da ciclofosfamida 

na bexiga, possivelmente devido às suas atividades antioxidantes e anti-

inflamatórias, exercendo um efeito uroprotetor definitivo contra a cistite 

hemorrágica induzida por ciclofosfamida em ratos (Sherif et al., 2016). 

 

Conclusões 

 

             As folhas de Oliveira (Olea europeae L) apresentam em sua 

composição, diversos compostos de interesse como fenóis simples e outros de 

estruturas mais complexas. Dentre eles um dos grandes destaques é a 

oleuropeína, a qual possui estrutura química mais complexa, está presente em 

maior abundância nas folhas de oliveira e apresenta sabor amargo no fruto 

imaturo. Este composto atua na prevenção de doenças cardíacas, como 

antioxidante natural, possui propriedades anti-inflamatórias e antimicrobianas, 

além disso, juntamente com o hidroxitirosol, apresenta efeito sinérgico com as 

vitamicas E e C. De acordo com as informações acerca da oleuropeína, pode-se 

verificar que este composto possui diversas propriedades benéficas à saúde e 

por isso tem se mostrado um composto de destaque para as pesquisas nas mais 

diversas áreas de fármacos, alimentos e de cosméticos. 
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Figura 1: molécula de oleuropeína (Gonçalves, 2013) 

 

 

 

Figura 2: Formação de hidroxitirosol a partir da molécula de oleuropeína (Gonçalves, 
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 16 

Resumo – As folhas de oliveira contêm quantidades apreciáveis de compostos bioativos, os 17 

quais estão relacionados com o sistema de defesa das plantas e com diversas ações no 18 

organismo humano. As mudanças climáticas durante as estações do ano provocam estresses, os 19 

quais funcionam como mecanismos de ativação das rotas de sínteses destes compostos. 20 

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar perfil metabólico de folhas de cultivares de 21 

oliveira (Arbequina, Manzanilla e Picual) coletadas nas quatro estações do ano (outono, 22 

inverno, primavera e verão). Foi realizada a determinação do perfil metabolômico (compostos 23 

fenólicos, flavonoides, taninos, carotenoides e clorofilas) por espectrofotometria UV-VIS e 24 

mailto:alexandrelorini@hotmail.com
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fenólicos individuais por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de 25 

massas, além de ensaios de potencial antioxidante. Como resultados foi possível observar que 26 

as folhas da cultivar Manzanilla apresentaram os maiores teores de compostos fenólicos e que 27 

as folhas coletadas no verão apresentaram uma quantidade de compostos significativamente 28 

maiores que as outras. Assim, foi possível concluir que a cultivar e a época de coleta afetam de 29 

maneira significativa o conteúdo de bioativos e o potencial antioxidante de folhas de oliveira. 30 

 31 

Termos para indexação: estresses abióticos, metabolômica, Olea europaea L. 32 

 33 

Metabolic profile of olive leaves of different cultivars and collection times 34 

 35 

Abstract – The olive leaves contain appreciable amounts of bioactive compounds, which are 36 

related to the plant defense system and with various actions in the human body. Abiotic stresses 37 

act as mechanisms for activating the synthesis routes of these compounds. Therefore, the 38 

metabolic profile of leaves of olive cultivars (Arbequina, Manzanilla and Picual) collected in 39 

four periods of the year (autumn, winter, spring and summer) was evaluated in this study. The 40 

determination of the profile of bioactives (phenolic compounds, flavonoids, tannins, 41 

carotenoids and chlorophylls) by spectrophotometry and the metabolic profile by high 42 

performance liquid chromatography coupled to mass spectrum, as well as antioxidant potential 43 

tests were performed. As results it was possible to observe that the leaves of the cultivar 44 

Manzanilla presented the highest levels of phenolic compounds and that the leaves collected in 45 

the summer presented a number of compounds much more relevant than the others. Thus, it 46 

was possible to conclude that the cultivar and the collection season significantly affect the 47 

bioactive content and the antioxidant potential of olive leaves. 48 

 49 
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Index terms: abiotic stresses, metabolomics, Olea europaea L. 50 

 51 

Introdução 52 

Uma das mais antigas plantas cultivadas no mundo é a oliveira (Olea europaea L.), sendo 53 

encontrada em diversas regiões do globo terrestre, sendo os dois principais produtos oriundos 54 

desta planta, o azeite e as azeitonas de mesa, com uma produção estimada em 2017 de 55 

aproximadamente 2,95 milhões de toneladas de azeitonas e produzidos 2,89 milhões de 56 

toneladas de azeite (IOC, 2018). Contudo, o fruto da oliveira (azeitona) não é a única parte da 57 

planta que pode ser aproveitada; as folhas, que são consideradas um coproduto oriundo da 58 

produção de azeitonas, podem ser encontradas em grandes quantidades nas indústrias de azeite 59 

e nas plantações durante o período de poda das árvores (Govaris et al., 2010; Herrero et al., 60 

2011). 61 

As folhas de oliveiras são consideradas um material rico em compostos bioativos e devido a 62 

isto elas se tornam um produto com grande potencial biológico. Alguns produtos já estão sendo 63 

elaborados a partir das folhas, os quais estão sendo comercializados em diversas formas 64 

(Tsimidou e Papoti, 2010), além disso os extratos das folhas podem ser incorporados em 65 

alimentos, utilizados como nutracêuticos e/ou aproveitados pela indústria farmacêutica. Os 66 

principais compostos identificados nas folhas de oliveira são da classe dos fenólicos simples, 67 

flavonoides e secoiridoides (Talhaoui et al., 2015). Todos estes compostos são originários do 68 

metabolismo especializado da planta e possuem função protetiva para a oliveira e para outras 69 

plantas em que são sintetizados.  70 

Os estresses abióticos que as plantas são submetidas, como falta ou excesso de água, extremos 71 

de frio ou calor, incidência de luz/UV-B, poluentes do ar, ferimentos mecânicos e a deficiência 72 

nutricional, produzem radicais livres e por consequência provocam estresses oxidativos nas 73 

plantas (Le Gall et al., 2015). Os compostos antioxidantes, como os fenólicos e flavonoides, 74 
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tem a função de regular o balanço de radicais livres no organismo da planta e evitar a sua morte 75 

(Nakabayashi e Saito, 2015); sendo portanto, responsáveis pelo potencial antioxidante das 76 

plantas, atuando como reguladores dos estresses que as plantas passam durante a vida. 77 

Estes vários compostos metabólitos presentes nas plantas são uma fonte de estudo para o ramo 78 

da metabolômica, e vem se tornando uma ferramenta muito importante para diversas áreas na 79 

ciência de alimentos, como a conformidade de regulamentos, processamento, qualidade, 80 

segurança e microbiologia (Cevallos-Cevallos et al., 2009). Com o avanço da cromatografia 81 

líquida acoplada a espectrometria de massas é possível identificar uma gama de compostos 82 

muito grande em uma única análise, de forma rápida e precisa. 83 

Desta forma, neste estudo foi avaliada a influência no conteúdo de bioativos do metabolismo 84 

de três cultivares de oliveiras (Arbequina, Manzanilla e Picual) durante as mudanças de estação 85 

do Pampa gaúcho, visando encontrar a melhor cultivar e época do ano para coleta das folhas 86 

para possível utilização pela população e/ou indústria. 87 

 88 

Material e métodos 89 

 90 

Coleta e preparo das amostras 91 

As folhas de oliveiras (Olea europaea L.) foram coletadas ao final das estações de outono 92 

(Junho/2016), inverno (Setembro/2016), primavera (Dezembro/2016) e verão (Março/2017), as 93 

quais constituem as estações do período de um ano (Abril/2016 à Março/2017). Três cultivares 94 

foram escolhidas para este trabalho, duas com produção de azeitona destinada a extração de 95 

azeite (Arbequina e Picual) e uma com produção de azeitonas de mesa (Manzanilla). Todas as 96 

cultivares foram cultivadas sob as mesmas condições agronômicas e ambientais, nos mesmos 97 

olivais localizados em uma propriedade privada em Pinheiro Machado (RS) (31°29'59,4'' S e 98 

53°30'32,7'' O). 99 
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As folhas foram coletadas das regiões externas de 50 árvores adultas (≤ 5 anos), plantadas com 100 

espaçamento de 7 x 5 m, e cultivadas de forma a crescerem com tronco único. Após coletadas, 101 

as folhas foram reunidas em um único reservatório e levadas para o Laboratório de 102 

Cromatografia da Universidade Federal de Pelotas, localizado na Faculdade de Agronomia 103 

Eliseu Maciel (UFPel/Pelotas/RS). O material foi triturado e moído em moinho com auxílio de 104 

nitrogênio líquido, armazenado em embalagens de polietileno e mantido a -80 ºC. 105 

 106 

Determinação do perfil metabolômico 107 

Compostos fenólicos: A quantificação dos compostos fenólicos foi realizada utilizando a 108 

metodologia de Singleton e Rossi (1965), com adaptações. Para a extração foi utilizado metanol 109 

PA, e a amostra mantida sob agitação durante 24 horas à 25°C no escuro. Para a reação foi 110 

utilizado Folin-Ciocalteu e NaCO3 20%, com reação de 2 horas e leitura a 765 nm em 111 

espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para a quantificação foi utilizada uma 112 

curva de calibração com padrão de ácido gálico (5 a 140 mg.L-1), e os resultados foram 113 

expressos em miligramas equivalente de ácido gálico por grama de amostra seca (mg EAG.g-114 

1). 115 

Flavonoides: Para determinação do total de flavonoides foi utilizada a metodologia de Funari 116 

e Ferro (2006), em que foi obtido um extrato etanólico, seguindo os mesmos parâmetros do 117 

extrato obtido para os compostos fenólicos. A reação foi realizada utilizando AlCl3 com tempo 118 

de 40 minutos e leitura no comprimento de 415 nm em espectrofotômetro UV-VIS (modelo 119 

JENWAY 6705). Para a quantificação, uma curva de calibração foi obtida utilizando quercetina 120 

como padrão (5 a 100 mg.L-1). Os resultados foram expressos em miligramas equivalente de 121 

quercetina por grama de amostra seca (mg EQ.g-1). 122 

Taninos hidrolisáveis: A quantificação de taninos hidrolisáveis seguiu metodologia descrita por 123 

Brune et al. (1991), utilizando o mesmo extrato obtido para a análise de compostos fenólicos. 124 
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A análise foi feita através de uma reação do extrato com uma solução FAZ (uréia:acetato, goma 125 

arábica e sulfato férrico de amônio) durante 15 minutos, e leitura final a 680 nm em 126 

espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para a quantificação uma curva de 127 

calibração foi obtida utilizando ácido gálico como padrão (0 a 400 mg.L-1), e os resultados 128 

foram expressos em miligramas equivalente de ácido gálico por grama de amostra seca (mg 129 

EAG.g-1). 130 

Taninos condensados: O teor de taninos condensados foi obtido pelo método de Price et al. 131 

(1978), utilizando metanol acidificado com 1% de HCl para extração dos compostos, sendo que 132 

a solução de extração foi mantida sob agitação constante por 2 horas, e centrifugada por 10 133 

minutos a 5700xg. Para a reação o sobrenadante foi recolhido e adicionado de vanilina, sendo 134 

que para cada amostra um branco utilizando metanol acidificado com 4% de HCl foi preparado. 135 

A leitura foi realizada a 500 nm em espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705), após 136 

20 minutos de reação em banho termostático à 30°C. Para a quantificação uma curva de 137 

calibração foi feita utilizando catequina como padrão (0 a 400 mg.L-1), e os resultados foram 138 

expressos em miligramas equivalente de catequina por grama de amostra seca (mg EC.g-1). 139 

Carotenóides: Para quantificação do total de carotenoides foi utilizada a metodologia de 140 

Rodriguez-Amaya (2001). A amostra foi adicionada de acetona gelada durante 10 minutos e 141 

depois adicionada de éter de petróleo em funil de separação, lavada três vezes com água e 142 

coletada a porção apolar, que foi lida em espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705) 143 

à 433 nm. Uma curva de calibração utilizando padrão de β-caroteno foi obtida (10 a 50 mg.L-144 

1), e os resultados foram expressos em miligramas equivalente de β-caroteno por grama de 145 

amostra seca (mg Eβ.g-1). 146 

Clorofilas: Para a determinação do total de clorofilas e de clorofilas “a” e “b”, foi utilizada a 147 

metodologia de (Harmut e Lichtenthaler, 1987), a extração foi realizada utilizando acetona 80% 148 

e centrifugação à 1050xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado e leitura executada 149 
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a 647 e 663 nm em espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para quantificação 150 

foram utilizadas as equações 1, 2 e 3, e os resultados foram expressos em miligramas por grama 151 

de amostra seca (mg.g-1): 152 

Clorofila “a” = (12,25 x A663) – (2,79 x A647) (eq.1) 153 

Clorofila “b” = (21,5 x A663) – (5,1 x A647) (eq.2) 154 

Clorofilas totais = (7,15 x A663) + (18,71 x A647) (eq.3) 155 

 156 

Fenólicos individuais: A extração foi realizada segundo metodologia de De Vos et al. (2007), 157 

com adaptações, pesou-se 100 mg de folhas de oliveiras, às quais foram adicionadas 990 µL de 158 

metanol grau HPLC 90% acidificado com 0,1% de ácido fórmico e 10 µL de reserpina (1 159 

mg.mL-1) como padrão interno. A mistura foi colocada em banho ultra-sônico por 15 minutos 160 

à 25°C, e centrifugada à 14500xg por 10 minutos à 4°C. O sobrenadante foi separado e 161 

adicionado de mais 1 mL de metanol HPLC 90% acidificado com 0,1% de ácido fórmico, 162 

repetindo as etapas de extração, e juntado ao sobrenadante anterior. O extrato foi filtrado em 163 

filtros de nylon com poro de 0,22 µm e injetado em sistema de cromatografia líquida de alta 164 

eficiência acoplada a espectrometria de massas. 165 

A separação dos compostos foi realizada através de um cromatógrafo líquido (UFLC, 166 

Shimadzu, Japão), acoplado a um espectrômetro de massas de alta resolução do tipo 167 

quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a 168 

separação cromatográfica foi utilizada a coluna Luna C18 (75 x 2 mm). As fases móveis foram: 169 

água acidificada com 0,1% de ácido fórmico (eluente A) e acetonitrila (eluente B). O gradiente 170 

usado foi (min:%B): (0:10); (2:10); (10:75); (15:75); (18:90); (21:90); (23:10) e (30:10).  O 171 

fluxo da fase móvel foi de 0,2 mL min-1 e a temperatura da coluna foi mantida a 40ºC. 172 

O espectrômetro de massas foi operado no modo ESI negativo, com espectros adquiridos ao 173 

longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os parâmetros de aquisição foram: voltagem 174 
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do capilar em 4 kV, pressão do gás de nebulização (N2) de 2 bar, gás de secagem em 8 mL min-175 

1, temperatura da fonte de 180°C, colisão de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento 176 

pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de sódio 10mM, cobrindo toda 177 

a faixa de aquisição (de m/z 50 até 1200). Além disso, experimentos automáticos de MS/MS 178 

foram realizados ajustando os valores de energia de colisão como se segue: m/z 100 , 15 eV ; 179 

m/z 500 , 35 eV ; m/z 1000, 50 eV, sendo o nitrogênio utilizado como gás de colisão. 180 

Os compostos fenólicos foram quantificados com base em curvas padrões de apigenina (39 a 181 

2500 ng.mL-1), ácido hidroxibenzóico, campferol, luteolina, oleuropeína, quercetina, rutina e 182 

tirosol. E os resultados expressos em microgramas equivalente dos padrões por grama de 183 

amostra seca (μg.g-1). 184 

 185 

Ensaios de potencial antioxidante 186 

O potencial antioxidante da amostra foi determinado através do extrato metanólico utilizando 187 

três métodos.  Para todos os métodos foram realizadas curvas de calibração (0 a 300 mg.L-1) 188 

utilizando como padrão de referência o Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-189 

carboxylic acid), e os resultados foram expressos em milimol de Trolox por grama de amostra 190 

seca (mmol Trolox.g-1). 191 

O sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi determinado utilizando 192 

metodologia de Brand-Williams (1995), sendo o extrato misturado com uma solução de DPPH 193 

com absorvância conhecida, e após 100 minutos de reação foi realizada a leitura à 517 nm em 194 

espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). 195 

A capacidade redutora de ferro (FRAP) foi determinada através da reação do extrato com a 196 

solução de FRAP, a qual foi obtida com tampão acetato, TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) 197 

e cloreto férrico. A reação ocorreu em banho termostático à 30°C durante 30 minutos, e a leitura 198 
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foi realizada à 595 nm em espectrofotômetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705) (Da Silva et 199 

al., 2013). 200 

A remoção do radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) foi 201 

determinada pela reação do extrato com a solução de ABTS, a qual foi obtida com ABTS e 202 

persulfato de potássio, deixada em repouso por 16 horas antes da análise. A duração da reação 203 

foi de 6 minutos e a leitura foi realizada a 734 nm em espectrofotômetro UV-VIS (modelo 204 

JENWAY 6705) (Gülçin et al., 2010). 205 

 206 

Análises estatísticas 207 

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial de 3 cultivares e 4 208 

épocas de coleta. Para análise dos dados foram realizadas as médias e respectivos desvios 209 

padrões, assim como a análise de variância. Para as variáveis que apresentaram significância 210 

foi realizado teste de Scott-Knott considerando 5% de significância. Também foi realizada a 211 

análise de correlação simples entre variáveis (p<0,05). 212 

 213 

Resultados e Discussão 214 

Pelos resultados obtidos durante o experimento observou-se que para o total de compostos 215 

fenólicos, flavonoides e de taninos hidrolisáveis nas folhas, não há interação entre as cultivares 216 

e as estações do ano. Desta forma a estatística das variáveis separadas demonstraram que folhas 217 

da cultivar Manzanilla apresentam maiores teores de compostos fenólicos e taninos 218 

hidrolisáveis (Tabela 1). 219 

Os compostos fenólicos são oriundos do metabolismo especializado das plantas e estão 220 

relacionados com a defesa dela frente à condições adversas durante a vida. Trabalhos 221 

demonstram que diferentes cultivares apresentam produção diferenciada de compostos 222 

bioativos, como de compostos fenólicos (Stinco et al., 2015). 223 
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Quando avaliados somente as estações do ano e sua contribuição para o aumento de 224 

determinados compostos bioativos, percebeu-se que no inverno ocorreu a menor síntese de 225 

compostos fenólicos e no verão foi a maior síntese. Assim, foi observado que as altas 226 

temperaturas podem resultar na ativação de mecanismos de proteção da oliveira, e como 227 

consequência induzir maior síntese destes compostos. Em estudo realizado por Martinez et al. 228 

(2016) foi observada a influência do estresse salino e térmico em folhas de tomate, sendo 229 

observado que para a família dos flavonoides como a quercetina e o campferol, o estresse 230 

térmico tem uma grande influência, fazendo com que o conteúdo de alguns destes compostos 231 

sejam elevados em mais de 100% com o aumento da temperatura. 232 

No presente estudo, os teores totais de flavonoides apresentaram médias iguais entre 233 

outono/verão e inverno/primavera, enquanto que os teores de taninos hidrolisáveis 234 

apresentaram médias iguais entre outono/inverno e primavera/verão; sugerindo assim, que as 235 

mudanças entre as estações e por consequência nas temperaturas diárias, influenciam no 236 

metabolismo das plantas de formas diferentes para cada classe de compostos presentes nas 237 

folhas. Estes dados ainda não foram relatados em folhas de oliveira, contudo, conforme 238 

observado por Martinez et al. (2016), o estresse térmico aplicado a plantas de tomate 239 

incrementou o conteúdo flavonoides, contudo foi observada redução no conteúdo de ácido 240 

cafeoilquínico com a aplicação do tratamento térmico e aumento de conteúdo com a aplicação 241 

da salinidade. 242 

Também não foi observada interação significativa para os potenciais antioxidantes das folhas 243 

de oliveira coletadas nas diferentes estações de ano e das diferentes cultivares na análise de 244 

variância (Tabela 2).  Foi observado que nos três métodos testados, o extrato das folhas que 245 

apresentou maior atividade antioxidante foi da cultivar Manzanilla, comportamento também 246 

observado para o conteúdo de compostos bioativos. A análise de correlação demonstrou que 247 

ocorreu uma alta correlação entre os potenciais antioxidantes e o conteúdo de compostos 248 
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fenólicos (r=0.8989; 0.907 e 0.8638). Segundo Talhaoui et al. (2014), quando avaliaram a 249 

correlação entre o conteúdo de compostos fenólicos de folhas de oliveira e o potencial 250 

antioxidante medido pelo método de sequestro do radical DPPH, encontraram um alto grau de 251 

correlação entre a eliminação do radical e o conteúdo de compostos fenólicos (r=-0,9525). 252 

De maneira geral o conteúdo dos compostos mais polares não apresentou interação, assim como 253 

os potenciais antioxidantes, já que estes potenciais foram testados com os extratos polares. No 254 

entanto, os conteúdos de compostos mais apolares, como de clorofilas e de carotenoides (Tabela 255 

3), foram variáveis analisadas que apresentaram interação significativa entre cultivar e estação, 256 

indicando que estes compostos se comportam de maneiras diferentes entre cada estação do ano 257 

para cada cultivar. 258 

Para o total de clorofilas, clorofila “a” e “b”, as folhas da cultivar Arbequina apresentaram 259 

maiores teores no outono, enquanto que as folhas das cultivares Manzanilla e Picual 260 

apresentaram os maiores teores no verão. As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram os 261 

maiores teores somente no verão, enquanto que no outono, primavera e inverno, o conteúdo na 262 

cultivar Arbequina foi estatisticamente superior das outras cultivares. 263 

Para os teores de carotenoides, as folhas da cultivar Arbequina não apresentaram diferença de 264 

conteúdo entre as estações, visto que esta cultivar é a mais adaptada para a região de cultivo. 265 

Isto demonstra que as oscilações de temperatura e de radiação solar não influenciaram nestes 266 

compostos nas folhas desta cultivar. Contudo, sugerem-se mais estudos para certificar este 267 

resultado, visto que estudo realizado por León-Chan et al. (2017) demonstrou que o aumento 268 

da radiação UV-B em plantas de pimentão induziu no aumento do conteúdo de carotenoides. 269 

Para as outras duas cultivares, o verão foi a época em que houve maior síntese de carotenoides, 270 

o que é explicado pela maior incidência solar observada no período, corroborando com 271 

resultados de trabalhos citados anteriormente.  272 
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Nas estações mais frias, as folhas da cultivar Arbequina se sobressaíram quanto ao conteúdo 273 

total de carotenoides, enquanto que nas estações mais quentes não foi observada diferença entre 274 

o conteúdo das folhas das três cultivares. Assim, observa-se que as cultivares menos adaptadas 275 

ao calor da região necessitaram direcionar seu metabolismo para a produção de compostos de 276 

proteção contra a radiação UV, o que contrasta com os maiores teores dos compostos polares, 277 

como discutido anteriormente. 278 

A análise de fenólicos individuais apresentou interação significativa entre cultivares e estações 279 

do ano (Tabela 4), sendo possível constatar que as estações do ano exercem uma forte influência 280 

no conteúdo dos compostos bioativos, sendo observado conteúdos superiores para a maioria 281 

dos compostos nas folhas (apigenina, ácido hidroxibenzóico, campferol, luteolina, quercetina e 282 

tirosol) no verão. É evidente que o verão foi a estação que mais provocou alteração nas plantas, 283 

e que estas mudanças, principalmente no aumento do conteúdo de compostos bioativos, podem 284 

estar relacionadas a maior incidência de luz/UV-B e ao aumento de temperatura. Este efeito já 285 

foi evidenciado por autores que avaliaram o perfil de bioativos de folhas de mirtilo (Jaakola et 286 

al., 2004; Brahmi et al., 2013; Liu et al., 2014b). 287 

Quanto aos teores dos compostos bioativos investigados, percebeu-se que as folhas da cultivar 288 

Manzanilla, em praticamente todas as estações do ano (outono, inverno e primavera), 289 

apresentaram maiores quantidades de apigenina, ácido hidroxibenzóico e tirosol. O mesmo foi 290 

observado para as folhas da cultivar Arbequina quanto aos teores de campferol e luteolina. Os 291 

maiores conteúdos de oleuropeína e de rutina foram observados em todas as estações nas folhas 292 

da cultivar Picual. Outros trabalhos já demonstraram que o perfil metabólico varia entre 293 

espécies e localização geográfica (Hoffmann et al., 2017), assim como em diferentes cultivares 294 

(Brahmi et al., 2013). 295 

 296 

 297 
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Conclusões 298 

As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram maior potencial antioxidante e maior conteúdo 299 

de compostos fenólicos, sendo os compostos fenólicos presentes nas folhas de oliveira 300 

demonstraram ser os responsáveis pelas suas capacidades antioxidantes. 301 

As diferentes estações do ano exercem influencia (positiva ou negativa) no metabolismo das 302 

oliveiras, que dependendo da cultivar, levaram aos aumentos ou reduções da síntese de 303 

compostos fenólicos, de carotenoides e de flavonoides. De maneira geral no verão foram 304 

encontrados os maiores teores para todos os compostos avaliados. 305 

Cada cultivar de oliveira apresentou uma resposta diferente aos fatores climáticos, além de um 306 

metabolismo próprio, resultados estes importantes para as indústrias de interesse para otimizar 307 

seus processos. Na Arbequina foram encontrados os maiores teores de carotenoides nas 308 

estações frias, Manzanilla apresentou maiores teores de compostos fenólicos e taninos 309 

hidrolisáveis e a Picual valores intermediários dos compostos avaliados. 310 
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Tabelas do artigo 397 

 398 

Tabela 1. Variação na composição bioativa das folhas das variáveis que não apresentaram 399 

interação entre cultivar e estação do ano, safra 2016/17 400 

Cultivares (média anual) 

 

Compostos 

Fenólicos1 

Flavonoides2  

Taninos 

Hidrolisáveis3 

Taninos 

Condensados 

Arbequina 8.25B* 5.25A 29.04B ND** 

Manzanilla 10.05A 5.56A 30.59A ND 

Picual 8.45B 3.94B 26.09C ND 

Estações (média das cultivares) 

Outono 8.59B 5.13A 26.60B ND 

Inverno 7.61C 4.19B 25.23B ND 

Primavera 9.08B 4.42B 29.15A ND 

Verão 10.40A 5.94A 33.33A ND 

CV (%): 6.71 17.43 5.75 - 

*Letras maiúsculas iguais entre médias na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de 401 

Scott-Knott considerando 5% de significância; **Não detectado; 1(mg EAG.g-1); 2(mg EQ.g-1); 402 

3(mg EAG.g-1) 403 

 404 

 405 

 406 

 407 

 408 

 409 
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Tabela 2. Potencial antioxidante das folhas de oliveiras de diferentes cultivares e estações do 410 

ano, safra 2016/17 (mmol Trolox.g-1) 411 

Cultivares (média anual) 

 DPPH FRAP ABTS 

Arbequina 65.17C* 59.84C 65.50C 

Manzanilla 93.53A 80.86A 84.79A 

Picual 72.04B 66.48B 71.99B 

Estações do ano (média das cultivares) 

Outono 71.88C 68.28B 72.20B 

Inverno 59.82D 57.80C 67.01C 

Primavera 84.29B 68.42B 73.11B 

Verão 91.66A 81.75A 84.06A 

CV (%): 8.1 6.05 5.09 

*Letras maiúsculas iguais entre médias na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de 412 

Scott-Knott considerando 5% de significância. 413 

 414 

 415 

 416 

 417 

 418 

 419 

 420 

 421 

 422 

 423 
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Tabela 3. Variação na composição bioativa para variáveis que apresentaram interação 424 

estatística entre cultivar e estação do ano, safra 2016/17 425 

Clorofila A (mg.g-1) 

 Outono Inverno Primavera Verão 

Arbequina 1.03aA* 0.78bA 0.80bA 0.78bB 

Manzanilla 0.81bB 0.61cB 0.85bA 1.09aA 

Picual 0.64bC 0.49cB 0.64bB 0.83aB 

Clorofila B (mg.g-1) 

 Outono Inverno Primavera Verão 

Arbequina 0.50aA 0.36bA 0.34bA 0.29bB 

Manzanilla 0.34bB 0.27cB 0.36bA 0.45aA 

Picual 0.25bC 0.21bB 0.25bB 0.31aB 

Clorofila Total (mg.g-1) 

 Outono Inverno Primavera Verão 

Arbequina 2.09aA 1.65bA 1.79bA 1.64bB 

Manzanilla 1.78bB 1.41cB 1.73bA 2.23aA 

Picual 1.44bC 1.19bB 1.34bB 1.81aB 

Carotenoides (mg Eβ.g-1) 

 Outono Inverno Primavera Verão 

Arbequina 14.20aA 13.31aA 12.24aA 12.94aA 

Manzanilla 11.82bB 9.59cB 11.98bA 14.18aA 

Picual 10.43bB 8.19cB 9.70bB 12.22aA 

*Letras minúsculas iguais entre médias na linha e maiúsculas na coluna não diferem 426 

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott considerando 5% de significância; CV (%) para 427 

clorofila A, B e Total de 10,16; 12,52 e 8,12 e carotenoides de 9,00428 
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Tabela 4. Fenólicos individuais das folhas de oliveiras de três cultivares e quatro épocas de coleta (µg.g-1), safra 2016/17 429 

  Outono Inverno Primavera Verão 

  Arbequina Manzanilla Picual Arbequina Manzanilla Picual Arbequina Manzanilla Picual Arbequina Manzanilla Picual 

Apigenina 83.75bB* 156.44aA 87.34bB 111.99bA 168.89aA 71.57cC 71.62bC 110.68aB 38.04cD 87.46cB 163.91aA 98.63bA 

Ác. hidrox. 1.81cD 17.42aA 13.73bA 4.26cC 11.4aC 6.18bC 6.18cB 13.15aB 10.91bB 8.16bA 3.92cD 12.54aA 

Campferol 2181.40aB 774.93cC 1500.32bB 1864.88aB 769.7cC 1462.92bB 2032.38aB 1343.29bB 859.91cC 4566.06bA 4889.17aA 3597.35cA 

Luteolina 48.94aB 16.54cC 25.86bB 43.41aB 15.09cC 31.97bB 44.35aB 30.17bB 15.20cC 92.01bA 117.79aA 90.14bA 

Oleuropeína 0.0cA 0.09bA 0.11aA 0.03bA 0.07aB 0.07aB 0.03bA 0.03bD 0.06aC 0.04bA 0.04bC 0.05aC 

Quercetina 3.51bB 3.68bB 4.11aB 3.57aB 2.79bC 2.53bC 3.18aB 3.41aB 2.09bD 4.21bA 4.39bA 5.40aA 

Rutina 1804.03bB 2053.64bA 2898.33aB 1205.23cC 1930.32bA 3707.94aA 2716.96bA 847.2cC 3384.25aA 1427.29aC 1217.29aB 1646.23aC 

Tirosol 6.43cC 13.11aA 10.82bA 7.40bB 9.94aC 7.36bC 9.20bA 12.20aB 9.70bB 4.55cD 7.99bD 11.29aA 

*Médias seguidas de letras minúsculas iguais entre cultivares em uma mesma época de coleta e maiúsculas entre épocas de coleta em uma mesma 430 

cultivar não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott considerando 5% de significância. CV (%) para  apigenina,  ác. hidrox., 431 

campferol, luteolina, oleuropeína, quercetina, rutina e tirosol, respectivamente de,  6,12; 9,91; 7,54; 9,50; 13,26; 9,62; 9,76 e 3,84.432 
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4 Considerações finais 

O conteúdo de compostos polares e apolares se comportaram de maneira 

diferente nas folhas de oliveira, enquanto que o conteúdo de compostos 

fenólicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis apresentaram um comportamento 

semelhante em todas as cultivares e estações de coleta, isso não foi observado 

para o conteúdo de compostos mais apolares, como carotenoides e clorofilas. 

As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram maior potencial antioxidante 

e maior conteúdo de compostos fenólicos. Foi observado maiores teores de 

compostos fenólicos e potenciais antioxidantes nas folhas colhidas no verão. Os 

compostos fenólicos presentes nas folhas de oliveira demonstraram ser os 

principais responsáveis pelas suas capacidades antioxidantes, contudo 

aconselha-se avaliar o potencial dos compostos apolares presentes nas folhas, 

como os carotenoides. 

As diferentes estações do ano exercem influência (positiva ou negativa) no 

metabolismo das oliveiras, que dependendo da cultivar, levaram aos aumentos 

ou reduções da síntese de compostos fenólicos, de carotenoides e de 

flavonoides. De maneira geral no verão foram encontrados os maiores teores 

para todos os compostos avaliados. 

Cada cultivar de oliveira apresentou uma resposta diferente aos fatores 

climáticos, além de um metabolismo próprio, resultados estes importantes para 

as indústrias de interesse para otimizar seus processos. Na Arbequina foram 

encontrados os maiores teores de carotenoides nas estações frias, Manzanilla 

apresentou maiores teores de compostos fenólicos e taninos hidrolisáveis e a 

Picual valores intermediários dos compostos avaliados. 

A cultivar que se destacou em termos de conteúdo de compostos bioativos, 

foi a única avaliada no estudo que tem finalidade para produção de azeitonas de 

mesa (Manzanilla). Sugerem-se estudos futuros avaliando um número maior de 

cultivares produzidas na região, para identificar se esta característica está 

presente em todas as cultivares com a mesma finalidade de utilização do fruto. 
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Apêndice 4. Curva de catequina para determinação de taninos condensados 
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Apêndice 7. Curva de trolox para determinação do potencial antioxidante pelo 
método de DPPH 

 
 
Apêndice 8. Curva de trolox para determinação do potencial antioxidante pelo 
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Apêndice 9. Tabela de correlação simples entre variáveis 

  
Compostos 
Fenólicos 

Flavonoides Clorofila A Clorofila B 
Clorofila 

Total 
Carotenoides DPPH FRAP ABTS 

Taninos 
Hidrolisáveis 

Compostos 
Fenólicos 

- 0.5626 0.5109 0.2973 0.554 0.324 0.8989 0.907 0.8638 0.769 

Flavonoides * - 0.5858 0.4839 0.6303 0.4831 0.3994 0.5042 0.4612 0.5494 

Clorofila A * * - 0.9509 0.9818 0.7853 0.4236 0.4306 0.3306 0.6209 

Clorofila B NS * * - 0.9211 0.749 0.2226 0.233 0.134 0.4509 

Clorofila 
Total 

* * * * - 0.7808 0.4124 0.4346 0.3454 0.6175 

Carotenoides NS * * * * - 0.1889 0.2006 0.1141 0.5791 

DPPH * * * NS * NS - 0.9297 0.9021 0.7662 

FRAP * * * NS * NS * - 0.9191 0.7276 

ABTS * * * NS * NS * * - 0.6858 

Taninos 
Hidrolisáveis 

* * * * * * * * * - 

*Correlação significativa pelo teste de Tukey considerando 5% de significância 


