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ABSTRACT   

The extra virgin olive oil is considered a functional food with important biological 

properties related to the high concentration of monounsaturated fatty acid. Recent studies 

indicate that minor components in olive oil composition have been very associated with 

health benefits, far beyond the content of oleic acid, highlighting the phenolic compounds, 

especially hydroxytyrosol and tyrosol. The region where the olive trees are grown may 

have direct influence on oil composition, especially with regard to minority compounds. 

The objective of this study was to evaluate the antioxidant potential of olive oils produced 

in Brazil (ArbequinaRS, ArbequinaMG and Maria da Fé) is similar to European oil 

(ArbequinaMed and Gallo®) traditional in the Brazilian market. The fatty acid profile 

showed that the sample Maria da Fé resembles the reference sample Gallo®, with the 

highest concentrations of oleic acid. The tocopherols content was higher in ArbequinaRS 

and Maria da Fé samples. The determination of total phenolic by the Folin-Ciocalteu 

method, the highlights were the ArbequinaRS and ArbequinaMed. This also showed a 

higher concentration of hydroxytyrosol, while the Gallo® reference showed greater tyrosol 

content. The antioxidant capacity was evaluated by sequestration methods of radicals, 

ORAC and DPPH, this allowed us to identify significant differences between the samples 

tested. Among the samples of Arbequina variety, stand out from the oil produced in 

southern Brazil, equating statistically the trade of Mediterranean origin; was observed a 

positive correlation between total phenolic content and antioxidant activity by DPPH 

radical sequestration method. The ORAC method was not significantly different between 

the samples. The biological activity was evaluated by measuring the activity of endogenous 

enzymes of the antioxidant arsenal of human hepatocytes: superoxide dismutase and 

catalase. After the MTT assay cell viability was defined two concentrations to study 

enzyme tests 0,5 and 2 mg/mL. In general, the antioxidant endogenous cellular system 

hepatocyte activation assays, among the oils tested the highest biological potential were 

Brazilians, with major emphasis on the Arbequina variety produced in Rio Grande do Sul, 

ArbequinaRS. 

Keywords: olive oil, antioxidant potential, bioactive compounds.  



viii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 

 

RESUMO  

O azeite de oliva virgem extra é considerado um alimento funcional com importantes 

propriedades biológicas relacionadas à elevada concentração de ácido graxo 

monoinsaturado. Estudos recentes indicam que os componentes minoritários na composição 

do azeite têm sido associados com benefícios à saúde, muito além do conteúdo de ácido 

oleico, destacando-se os compostos fenólicos, principalmente hidroxitirosol e tirosol. A 

região na qual as oliveiras são cultivadas pode ter influência direta na composição do 

azeite, principalmente no que se refere aos compostos minoritários. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar se o potencial antioxidante dos azeites de oliva produzidos no Brasil 

(ArbequinaRS, ArbequinaMG e Maria da Fé) se assemelha ao dos azeites europeus 

(ArbequinaMed e Gallo®) tradicionais no mercado brasileiro. O perfil de ácidos graxos 

mostrou que a amostra Maria da Fé assemelha-se à amostra referência Gallo®, 

apresentando as maiores concentrações de ácido oleico. O teor de tocoferóis foi maior nas 

amostras ArbequinaRS e Maria da Fé. Quanto à determinação de fenólicos totais, pelo 

método de Folin-Ciocalteu, destacaram-se a ArbequinaRS e ArbequinaMed. Esta também 

apresentou maior concentração de hidroxitirosol, enquanto que, a referência Gallo® 

apresentou maior teor de tirosol. A capacidade antioxidante foi avaliada por métodos de 

sequestro de radicais, ORAC e DPPH, este permitiu identificar diferença estatística entre as 

amostras testadas. Dentre as amostras de variedade Arbequina, destaca-se o azeite 

produzido na região Sul do Brasil, equiparando-se estatisticamente ao comercial de origem 

mediterrânea; foi observada uma correlação positiva entre conteúdo de fenólicos totais e a 

capacidade antioxidante pelo método de sequestro de radical DPPH.  O método ORAC não 

mostrou diferença estatística significativa entre as amostras. A atividade biológica foi 

avaliada através da mensuração da atividade de enzimas endógenas, catalase e superóxido 

dismutase, do arsenal antioxidante de hepatócitos humanos. Após o ensaio MTT de 

viabilidade celular foram definidas duas concentrações de estudo para os testes 

enzimáticos: 0,5 e 2mg/mL. De forma geral, nos ensaios de ativação do sistema celular 

endógeno antioxidante de hepatócitos, dentre os azeites testados os de maior potencial 

biológico foram os brasileiros, com importante destaque para a variedade Arbequina 

produzida no Rio Grande do Sul, ArbequinaRS.  

Palavras chave: azeite de oliva, potencial antioxidante, compostos bioativos. 
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1. INTRODUÇÃO  

O cultivo de oliveiras (Olea europaea L.), tradicionalmente estabelecido em países do 

Mediterrâneo, tem sido estendido para muitas outras partes do mundo. O processo 

industrial para obtenção do azeite de oliva inclui apenas operações físicas a partir dos frutos 

da oliveira, com exclusão dos óleos extraídos com uso de solventes, processo de 

reesterificação, ou de qualquer mistura com outros tipos de óleo (ESPÍNOLA et al., 2009; 

BOSQUE-SENDRA, 2011).  

O azeite de oliva é um produto importante na economia Mediterrânea, caracterizado 

como a principal fonte de lipídeos, desde a antiguidade, e um componente característico da 

chamada “Dieta Mediterrânea”. Embora tenha uma longa história de comércio a nível 

mundial, o seu consumo ainda tem sido realizado principalmente pelos países 

mediterrâneos, os principais produtores, cuja ingestão dietética varia entre 25 a 50 mL por 

dia (CICERALE, LUCAS e KEAST, 2010; SCHEIDEL e KRAUSMANN, 2011; 

BAYRAM et al., 2012; MALHEIRO et al., 2012).    

Malheiro et al. (2012) complementam que os componentes bioativos preservados no 

azeite extra virgem, como os polifenóis e outros compostos minoritários, têm sido 

associados com benefícios à saúde. Destacando-se os compostos fenólicos, principalmente 

oleuropeína, hidroxitirosol e tirosol, os quais parecem ajudar a reduzir o risco de 

desenvolvimento de doenças degenerativas por atuarem como fortes antioxidantes.  

Estudos apontam a baixa prevalência de doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT), tais como doenças cardiovasculares e certos tipos de câncer, em países da região 

Mediterrânea em comparação a outras partes do mundo. Neste sentido, diversos estudos 

buscam relacionar a ingestão regular de azeite de oliva, e seus componentes com efeito 

protetor, como parte bioativa da dieta mediterrânea tradicional (SCODITTI et al.; 2014).  

Há relatos na literatura sobre o azeite de oliva apresentar diferentes atividades 

biológicas, tais como potencial antioxidante, anti-inflamatório, antiaterogênico, anticâncer, 

antidiabético e neuroprotetora. O azeite de oliva tem um alto conteúdo de ácido oleico 

(ácido graxo monoinsaturado), mas também contém compostos minoritários como tirosol, 

hidroxitirosol, oleuropeína e seus derivados, para os quais já foram relatados resultados 

promissores como agentes antibacterianos, antivirais, e antiparasitários, principalmente em 
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estudos in vitro. Pesquisas recentes enfatizam os efeitos de alguns componentes 

minoritários do azeite de oliva, muito além do ácido oleico, na prevenção de doenças 

cardiovasculares. Assim, está claro, para muitos pesquisadores do assunto, que apenas o 

conteúdo de ácido oleico não pode explicar totalmente o impacto do azeite de oliva na 

saúde e, que o azeite de oliva virgem é rico em compostos minoritários com relevantes 

funções fisiológicas e farmacológicas (PERONA et al., 2006; CICERALE, LUCAS e 

KEAST, 2010; RUIZ-CANELA e MARTÍNEZ-GONZÁLEZ, 2011).  

A composição e o conteúdo de compostos fenólicos do azeite de oliva extra virgem 

depende de diferentes fatores, segundo Bayram et al. (2012), como a variedade e grau de 

maturação da oliva, condições climáticas e fatores agronômicos e tecnológicos de 

processamento. Dessa forma, a região na qual a oliveira é cultivada pode ter influência 

direta na composição do azeite produzido, principalmente no que se refere aos compostos 

minoritários. Neste sentido, pode-se questionar se a potencial atividade dos azeites 

depende, dentre outros fatores, da região de cultivo da matéria prima.  

A monocultura do azeite está se espalhando para países onde não havia tradição em 

sua produção, muito em função da crescente demanda de consumo associada ao apelo dos 

benefícios para saúde relacionados à “Dieta do Mediterrâneo”. No Brasil, a oliveira foi 

introduzida há vários séculos e em quase todos os estados da Federação, porém com maior 

frequência nas regiões Sul e Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, 

Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Atualmente, existem áreas com plantios comerciais 

nos estados do Rio Grande do Sul (Bagé, Cachoeira do Sul, Caçapava do Sul, Dom Pedrito, 

Encruzilhada do Sul, Rio Grande, Santana do Livramento e Vacaria), Minas Gerais (Maria 

da Fé) e em Santa Catarina devido aos esforços de adequação de técnicas de cultivo de 

oliva e processamento do azeite (BALLUS, 2010; EMBRAPA, 2011).  

Assim, justifica-se investigar se o potencial antioxidante dos azeites de oliva 

produzidos no Brasil se assemelha ao potencial antioxidante dos azeites produzidos em 

Portugal e Espanha, países historicamente tradicionais na olivicultura, considerando a 

possível variação na composição de compostos minoritários pela região de produção de 

oliva.  

Conforme esclarecido pela EMBRAPA Clima Temperado (2014), as áreas de cultivo 

brasileiras e europeias são bem diferentes em função do solo e, considerando-se ainda, 
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todas as demais variáveis abordadas neste trabalho que podem influenciar na composição 

química e qualidade do azeite de oliva, espera-se observar diferenças quanto à atividade 

antioxidante entre os azeites brasileiros e os azeites importados. E, mais especificamente 

entre as amostras da mesma variedade, Arbequina, de origens diferentes.  

Castelo-Branco e Torres (2011) explicam que atividade dos compostos antioxidantes 

depende de diversos fatores físico-químicos, como por exemplo, interações entre os 

compostos antioxidantes, e destes com outros componentes do meio, como ácidos graxos 

quimicamente ligados a fosfolipídios ou triacilgliceróis. Neste sentindo, a fim de manter as 

interações químicas entre os compostos de caráter mais apolar e polar do óleo, escolhemos 

conduzir os ensaios biológicos com os azeites em sua forma íntegra, e não apenas de uma 

fração ou composto isolado.  

O propósito deste estudo foi comparar a ação antioxidante de azeites de oliva extra 

virgem produzidos no Brasil, com potencial de mercado, e duas marcas de azeites 

comerciais. Uma das marcas de caráter monovarietal Arbequina, variedade de origem 

mediterrânea amplamente cultivada nas diferentes regiões produtoras do Brasil; a outra 

marca denominada Gallo® se caracteriza como um dos azeites mais populares no mercado 

brasileiro, cuja origem é Portuguesa.   
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 2. OBJETIVO 

 

Avaliar se os azeites de oliva extra virgem produzidos no Brasil, em fase de 

aperfeiçoamento e início de comercialização, apresentam a mesma capacidade antioxidante 

que os azeites importados, proveniente da região do Mediterrâneo ou de Portugal, regiões 

tradicionais no comércio de azeite no mercado brasileiro. 

  

2.1 Objetivos específicos  

 

 Caracterizar os compostos antioxidantes das amostras de azeites brasileiros e de 

duas marcas europeias tradicionais no mercado nacional. 

 Avaliar a capacidade antioxidante das amostras de azeite de oliva identificados 

como extra virgem via sequestro de radicais livres (ORAC e DPPH).  

 Avaliar as concentrações das amostras de azeite de oliva identificados como 

extra virgem que não apresentem toxicidade em células de cultura de hepatócitos 

humanos.  

 Avaliar o potencial antioxidante das amostras de azeite de oliva identificados 

como extra virgem por indução das enzimas antioxidantes endógenas de 

hepatócitos humanos.  

 Comparar os resultados das análises considerando a variedade da oliva e a 

origem de cultivo das diferentes amostras estudadas.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

  

3.1  O azeite de oliva e sua composição química 

 

A oliveira (Olea europaea L.) é classificada na família botânica Oleaceae, que 

pertence à Angiosperma. O nome oliva é derivado da antiga palavra grega élaia (elaia), e 

posteriormente a palavra latina ólea. Palavras derivadas significando ‘óleo’ em ambas as 

línguas foram élaion (elaiοn) e oleum, respectivamente. A oliveira parece ser nativa da 

região oriental do Mediterrâneo, e de lá, se espalhou para toda a Bacia do Mediterrâneo, o 

Mar Negro, e Golfo Pérsico durante a Era Neolítica. No Brasil a oliveira foi introduzida por 

imigrantes europeus por volta de 1820, e no sul de Minas Gerais a partir de 1955 por 

produtores locais (OLIVEIRA et al., 2012; MATEU-DE- ANTONIO e MARÍN-CASINO, 

2013).  

A legislação brasileira (RDC 270) define como azeite de oliva o produto obtido 

exclusivamente dos frutos da oliveira (Olea europaea L.), não sendo considerados como 

azeites os óleos obtidos através da extração com uso de solventes ou processos de 

reesterificação e/ou qualquer mistura de outros óleos. Desta forma o azeite de oliva 

virgem pode ser produzido somente a partir do fruto da oliveira (Olea europaea L.), 

através de processos mecânicos ou outros meios físicos, em condições térmicas que não 

produzam alteração do azeite, e sem a utilização de outros tratamentos, além de lavagem, 

decantação, centrifugação e filtração (ANVISA, 2005).  

A composição química do azeite de oliva extra virgem pode ser muito variável, e 

depende de diferentes fatores como: condições climáticas, solo e condições de cultivo 

(colheita e maturação), condições agronômicas (irrigação, fertilização), variedade de oliva, 

idade da planta, transporte e condições de armazenamento, métodos adequados de extração. 

(POULIAREKOU et al., 2011; CAPONIO et al., 2013).  

Lozano-Sánchez et al. (2010)  afirmam que o azeite de oliva pode ser dividido em 

fração minoritária (ou insaponificável) e majoritária (ou saponificável) com base na sua 

composição química. Os componentes majoritários, os quais incluem triacilgliceróis, 

representa 97 a 99% da massa total de óleo. Entre os ácidos graxos monoinsaturados, o 

ácido oleico é o ácido graxo majoritário (EPAMIG, 2008).    
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 A partir do metabolismo secundário da oliveira formam-se os componentes 

minoritários do azeite que compreendem de 1–3% de sua composição, havendo 

controvérsias nessa proporção, há alguns autores que citam de 0,5–1%, dependendo de 

várias condições Os compostos minoritários compreendem mais de 300 compostos 

químicos diferentes, incluindo: hidrocarbonetos, fosfatídeos, esteróis, tocoferóis (vitamina 

E), vitaminas lipossolúveis (A, D e K), pigmentos (responsáveis pela cor verde: clorofila; e 

amarela: caroteno); voláteis (responsáveis pelo odor do azeite); e polifenóis (responsáveis 

pelo sabor amargo ou picante) (EPAMIG, 2008; LOZANO-SÁNCHEZ et al. 2010; 

MATEU-DE-ANTONIO e MARÍN-CASINO, 2013 ).  A Figura 1 relaciona os principais 

compostos minoritários presentes no azeite de oliva extra virgem que apresentam atividade 

biológica segundo a literatura especializada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Principais compostos químicos no azeite de oliva extra virgem com propriedades 
biológicas, agrupados por categorias (GUILLÉN et al., 2009).  
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A composição de compostos fenólicos do azeite pode sofrer variações, qualitativas e 

quantitativas, devido a fatores que vão desde condições climáticas de cultivo até o 

armazenamento do produto final. Bakhouche et al. (2013) caracterizaram o conteúdo 

fenólico de azeites de oliva extra virgem derivados da variedade Arbequina de diferentes 

regiões do sul da Catalunha (Espanha). Estes autores observaram que todos os azeites 

analisados mostraram baixas concentrações de flavonóides e alta concentração de 

compostos derivados de secoiridoides.  

Outro estudo conduzido por Ocakoglu et al. (2009) avaliou o perfil fenólico de 

azeites extra virgem produzidos na Turquia, obtidos a partir de seis variedades de oliva 

(Erkence, Memecik, Domat, Nizip-Yaglik, Gemlik e Ayvalik). Pela análise dos resultados 

as amostras apresentaram diferenças significativas quanto ao perfil de fenólicos totais, com 

o azeite da variedade Erkence apresentando o maior conteúdo de fenólicos totais (356.65 ± 

59.2 mg GA/kg) e da variedade Nizip apresentando o menor teor (102.4 ± 32.68 mg GA/ 

kg). A determinação de fenólicos individuais, por análise HPLC (High performance liquid 

chromatography) mostrou que os principais compostos fenólicos presentes nos azeites 

turcos analisados foram: hidroxitirosol, tirosol, ácido vanílico, ácido p-cumárico, ácido 

cinâmico, luteolina e apigenina.  

 

3.2 Categorias de azeite de oliva: processamento e parâmetros de qualidade 

 

Métodos tradicionais de extração de azeite de oliva incluem, principalmente, a 

prensagem à frio (pressão tradicional) e processamento por decantação. Considerando-se a 

produção em escala industrial, os métodos tradicionais de processamento da oliva deram 

lugar a processos modernos de extração, utilizando variação de pressão e temperatura 

(AOQUI, 2012; AL-OTOOM et al., 2014). 

O método por pressão tradicional começa por esmagamento da azeitona. O objetivo é 

romper as células do fruto e permitir que o óleo escorra. Em seguida a pasta de azeitona 

deve ser misturada, neste estágio as gotículas de óleo se fundem em gotas maiores até 

formarem “bolsas” (coalescência) que podem ser separadas dentro de uma fase líquida 

contínua, e então, pode ser separada das outras fases por pressão, centrifugação ou 

percolação. Nem todo azeite presente na oliva é liberado: um remanescente permanece no 
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interior das células desprotegido, certo volume permanece no sistema coloidal da pasta de 

oliva (microgéis) e um pouco é ligado a uma emulsão vegetal com água (ESPÍNOLA et al., 

2009).  Al-Otoom et al. (2014), acrescentam que este método não permite uma prensagem 

contínua, e os filtros podem ser contaminados facilmente, comprometendo a qualidade do 

produto final.    

Quanto ao método por decantação, a pasta de azeitona permanece em contato com a 

água, até que essa mistura se torne bifásica devido à densidade do óleo e sua migração para 

a superfície, em seguida, a fase de azeite passa por processo de decantação. Este método 

pode comprometer a qualidade final do produto, devido a alterações enzimáticas na massa 

de azeitona em contato com a água por longo tempo. Decantadores modernos podem usar 

sistema de centrifugação, para acelerar o processo, reduzindo, assim, a ação das enzimas 

(AL-OTOOM et al., 2014).  

Na indústria os métodos de separação devem ser àqueles capazes de otimizar o 

processamento, tornando-o mais barato, fácil, simples ou mais eficiente em relação aos  

processos de separação tradicionais; e ainda de reduzir ou evitar os pontos críticos de 

processamento e obter um produto final de qualidade com maior rendimento possível.  

Dentre os métodos modernos destacam-se como tecnologias emergentes na indústria de 

azeite: o Sistema de Extração Supercrítica, o Sistema de Ultrassom e o Sistema de 

Microondas (CLODOVEO et al., 2013; AL-OTOOM et al., 2014).  

No Brasil os parâmetros químicos e sensoriais de qualidade do azeite são avaliados 

segundo a RDC 270/2005 (ANVISA, 2005) e Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2013). A 

União Europeia segue a Regulação Comissionária, cujo protocolo é o International Olive 

Oil Council (IOOC) nº. 2568/91 (BOSQUE-SENDRA et al.; 2011).  

De acordo com o CODEX Alimentarius (CODEX STAN 33-1981; alterado em 2013) 

o azeite de oliva é classificado de acordo com o processo de obtenção, os procedimentos 

tecnológicos aplicados; e seguem parâmetros de qualidade estabelecidos conforme o 

disposto a seguir:  

o Azeite de oliva: é o óleo obtido unicamente do fruto da oliveira (Olea europaea L.), 

com exclusão dos óleos obtidos com uso de solventes ou processo de reesterificação, e 

de qualquer mistura com óleos de outra natureza.  
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o Azeite de oliva virgem: são os óleos obtidos do fruto da oliveira unicamente por 

processos mecânicos ou outros meios físicos em condições térmicas que não acarretem 

alterações no óleo, e que não tenha sido submetido a qualquer outro tratamento, além 

de lavagem, decantação, centrifugação e filtração. Azeite de oliva virgem com uma 

acidez livre, expressa em ácido oleico, não superior a 2,0g por 100g e, cujas outras 

características correspondem àquelas definidas para esta categoria. 

o Azeite de oliva virgem extra: azeite de oliva virgem com uma acidez livre, expressa em 

ácido oleico, não superior a 0,8g por 100g e, cujas outras características correspondem 

àquelas definidas para esta categoria.  

É reconhecido, atualmente, que o azeite de oliva extra virgem é um produto para o 

consumo humano que contém naturalmente apreciáveis quantidades de compostos 

fenólicos, os quais são os principais responsáveis pela estabilidade do azeite com relação 

aos processos de auto-oxidação e termo-oxidação, que levam deterioração do produto. A 

auto-oxidação começa quando o azeite ainda está no fruto, enquanto que a termo-oxidação 

se inicia após o óleo ser obtido a partir do fruto e prossegue, principalmente, durante a 

estocagem. Ambos os processos afetam a composição e as características sensoriais do 

azeite (MORALES, LUNA e APARICIO, 2005; MULINACCI  et al., 2013).   

Após a colheita os polifenóis passam por certas reações que podem diminuir a 

capacidade antioxidante da amostra. Diferentes aspectos pós-colheita, como condições de 

estocagem (tempo, temperatura, atmosfera) e processamento (corte, tempo e temperatura de 

possíveis tratamentos, adição de antioxidantes sintéticos) podem afetar a capacidade 

antioxidante dos alimentos (PÉREZ-JIMÉNEZ et al., 2008).  

Em condições de armazenamento no escuro e a baixa temperatura (0-8ºC) os 

parâmetros físico-químicos do azeite de oliva são estáveis por, pelo menos, 24 meses 

(BOSQUE-SENDRA et al., 2011). Dado o seu valor para a saúde e seu custo de produção, 

o azeite de oliva é mais caro que outros tipos de óleos vegetais, e por isso, um alvo para 

adulteração (POULIAREKOU et al., 2011).   
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3.3 Produção e tendência de mercado do azeite de oliva  

 

O Internacional Olive Council (IOC, 2014), órgão internacional de olivicultura, 

afirma que a União Europeia (UE) é o maior produtor mundial de azeite de oliva, 

responsável por cerca de 4/5 do fornecimento total. 

A Figura 2 mostra a produção mundial de azeite de oliva em milhares de toneladas, 

pelos principais países produtores e, por outros países do mundo, no período de 1990-2012. 

Nota-se que a produção de azeite de oliva cresceu consideravelmente, tanto em países 

tradicionais na produção de azeite, quanto em outras localidades não tradicionais na 

olivicultura. Vale ressaltar que a UE apresentou uma taxa de crescimento ligeiramente 

menor em relação aos demais países do mundo, efeito do aumento da produção de países 

até então não tradicionais na cultura de oliva e derivados. Contudo a cultura do azeite nos 

chamados países “não tradicionais” ainda apresenta-se em ascensão e, a produção 

representa uma pequena parte da oferta mundial do produto. Destaca-se que no mesmo 

período a Espanha tornou-se a líder de produção e comércio de azeite, substituindo a Itália 

(POMARICI e VECCHIO, 2013).   

 

 

 

 

 

Figura 2. Produção Mundial de Azeite de Oliva (milhares de toneladas)  Fonte: 

International Olive Council, 2013. (POMARICI e VECCHIO, 2013).  
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Em relação ao consumo do azeite de oliva, Pomarici e Vecchio (2013), relatam 

mudanças importantes, uma vez que o crescimento no consumo do produto foi bastante 

elevado durante os anos 90 quando a demanda mundial aumentou em torno de 50%. Esta 

tendência continuou até 2004/2005, quando o consumo mundial atingiu um pico máximo 

de 2,9 milhões de toneladas, com ligeira diminuição nos anos seguintes, 2,8 milhões de 

toneladas em 2007/2008.  

Dados da EMBRAPA Clima Temperado (2011) indicam que as regiões brasileiras 

com maior índice de consumo de produtos importados derivados da oliveira são: São Paulo 

(54%), Rio de Janeiro (17%), Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (15%), Minas 

Gerais e Bahia (8%) e Norte e Nordeste (6%). Em relação à importação de azeite nos anos 

de 2003, 2004 e 2005, o estado de São Paulo foi o maior importador nacional, consumindo 

39,92%, 52, 1% e 47,21%, respectivamente.  

No período de 2006-2013, um percentual de 74% do total de importações foi de 

origem europeia, sendo Portugal, Itália, Grécia e Espanha os principais produtores. As 

notícias estão em concordância com a literatura afirmando que a Espanha se mantém como 

o maior produtor de azeite do mundo, no entanto, os maiores fornecedores de azeite de 

oliva para o Brasil são os portugueses, responsáveis por 56% do total das importações deste 

produto (EMBRAPA Clima Temperado, 2011).  

No ano de 2014 o International Oil Council (IOC) disponibilizou dados estatísticos 

de produção, importação, exportação e consumo de azeite de oliva pela União Europeia e 

por diversos outros países do mundo. Para o Brasil foram tabelados dados de consumo e 

importação, cujos valores médios foram: 28,6 toneladas no período de 1990/2001 a 

2007/2008, e 61,3 toneladas no período de 2008/2009 a 2014/2015, respectivamente, com 

um aumento de 8,3% neste último período (IOC, 2014).  

A Figura 3 mostra os principais países exportadores de azeite de oliva que 

comercializam com o Brasil. Pode-se afirmar que, praticamente, 100% das exportações de 

azeite de oliva para o Brasil são realizadas por Portugal, Espanha, Argentina e Itália 

(EMBRAPA Clima Temperado, 2011). Observa-se o destaque que Portugal apresenta como 

país exportador de azeite, por isso da escolha da amostra denominada “referência” neste 

estudo.  
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Segundo a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, 2011), os 

países que mais importam azeite de oliva são os Estados Unidos, seguido da Comunidade 

Europeia, Austrália e Brasil.  

O Brasil é considerado um dos maiores importadores mundiais de azeitonas e 

derivados, sendo que no mercado varejista brasileiro é possível encontrar diversas marcas 

comerciais de azeite com diferentes padrões e preços. Segundo dados da Companhia 

Nacional de Abastecimento, em 2009, foram importados aproximadamente 44 mil 

toneladas de azeite e 70 mil toneladas de azeitona em conserva, o que movimentou mais de 

um bilhão de reais no mercado nacional com esses produtos (OLIVEIRA et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2012).  

Conforme relatado por Ballus (2010) o mercado de azeites de oliva no Brasil já 

apresentou vendas de aproximadamente 32.000 toneladas, posicionando-o entre os 10 

países de maior consumo no mundo. Entretanto, ainda há um grande potencial de 

crescimento para o azeite de oliva no país, pois o consumo per capita ainda é muito baixo.  

Informações da EMBRAPA (2011) indicam que existam cerca de 10 milhões de 

hectares de oliveiras plantadas no mundo, sendo que 90% da área de cultivo está localizada 

na costa do Mar Mediterrâneo, cujos principais países produtores pertencem à Comunidade 

Europeia, responsável por 80% da produção mundial. Espanha, Itália e Grécia dominam o 

mercado mundial de azeite, em particular a Espanha, o país mais importante e dinâmico em 

relação à produção de oliva.   

Figura 3: Ranking (em percentagem) dos países que exportaram azeite de oliva ao 
Brasil nos anos de 2003, 2004 e 2005. (Fonte: Embrapa Clima Temperado, 2011).  



15 

 

Araghipour et al. (2008) afirmam que a origem geográfica dos alimentos desempenha 

um papel importante em sua qualidade. A Tabela 1 relaciona as diferentes variedades de 

azeitona e sua respectiva origem.  

 

Tabela 1. Diferentes variedades de azeitona e sua respectiva origem (BAYRAM,  et al., 2012). 

País Variedade 

Itália  Coratina 

Tonda Iblea 

Nocellara, Biancolilla, Ogghiaredda;  

Cerasuola, Dritta, Fantoio, Leccino, Ogliarola 

Espanha Picual, Arbequina, Hojiblanca, Cornicabra, Frantoio, Leccino, Picudo 

Portugal  Cobrançosa, Verdeal Transmontana, Madural, Arbequina, Galega,  

Grécia  Kroneiki, Anthinoleia 

França  Cayon, Brun, Boutellion, Aglandau 

Turquia  Edremit, Ayvalik, Memecik, Hasebi, Halhali, Saurani, Kroneiki  

Austrália  Fantoio, Leccino  

EUA  Manzanillo, Mission, Leccino, Fantoio  

África do Sul  Leccino, Fantoio, Coratina  

 

Estudos recentes tem confirmado que a produção de azeite está se espalhando para 

países onde, tradicionalmente, o consumo era baixo, mas que devido o aumento da 

demanda gerada pela sua associação com a chamada “Dieta do Mediterrâneo”, se tornaram 

mercados em potencial. A Argentina é o único país da América do Sul que aparece entre os 

dez maiores produtores (ARAGHIPOUR et al., 2008; SCHEIDEL e KRAUSMANN, 2011; 

BOSQUE-SENDRA et al., 2011; EMBRAPA, 2011). 
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3.4. Atividade biológica de compostos químicos do azeite de oliva extra virgem 

3.4.1 Composição em ácidos graxos   

 Ácidos graxos (AG) são ácidos carboxílicos e, geralmente, possuem uma longa 

cadeia alifática não ramificada. São classificados em saturados, monoinsaturados e 

poliinsaturados, conforme suas propriedades químicas e estruturais. Dentre os AG 

saturados dietéticos destacam-se os ácido palmítico (16:0) e o ácido esteárico (18:0). 

Ácidos graxos monoinsaturados, MUFAs do inglês “monounsaturated fat acids” como é 

comumente denominado, contém um par de átomos de carbono ligados por uma dupla 

ligação na conformação cis. O ácido oleico possui 18 átomos de carbono com uma dupla 

ligação no carbono na posição nove, a partir extremidade metil da molécula de AG (18:1n-

9), e caracteriza-se por ser o mais abundante MUFA dietético e representa 55 a 83% do 

total de AG presente no azeite de oliva (LOPEZ et al., 2014).  

 A família de ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs - polyunsaturated fat acids) 

compreende cadeias carbônicas com duas ou mais duplas ligações cis, em que a primeira 

ligação dupla localizá-se entre o terceiro e o quarto átomo de carbono, ou entre o sexto e 

sétimo átomo de carbono a partir da terminação metil da molécula de ácido graxo.  Estas 

famílias incluem ácidos graxos que não podem ser sintetizadas pelo corpo humano, 

portanto devem ser obtidos a partir da dieta como o ácido α-linolênico (18:3n-3) e ácido 

linoleico (18:2n-6) ou seus derivados PUFAs de cadeia longa. Destes o ácido 

eicosapentanóico (20:5n-3), ácido docosahexaenóico (22:6n-3) e ácido araquidônico 

(20:4n-6) são importantes para múltiplos processos fisiológicos como a manutenção da 

integridade estrutural de membrana celular e produção de energia, são precursores de 

eicosanóides e fatores ligantes para transcrição, e mensageiros de vias celulares. A 

biossíntese de ácidos graxos pollinsaturados de cadeia longa em vertebrados envolve uma 

série de reações de desaturação e elongação de ácidos graxos poliinsaturados C18 

precursores, ácido α-linolênico (ALA,18:3n-3) e ácido linoleico (LA; 18:2n-6)  (LOPEZ et 

al. 2014; KUAH et al., 2015; LIU et al., 2015). A Figura 4 apresenta a estrutura química e 

percentual relativo dos principais ácidos graxos presentes no azeite de oliva.  
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Lopez et al. (2014) relatam que as concentrações de AG saturados (ácido palmítico e 

esteárico) e PUFAs (ácidos α-linolênico e linoleico) no azeite de oliva variam de 8 a 25% e 

3 a 21% dos ácidos graxos totais, respectivamente. Alguns parâmetros como área de 

produção, altitude, clima, variedade da oliva, e grau de maturação do fruto podem afetar 

diretamente a composição de ácidos graxos do azeite de oliva.   

A “Dieta Mediterrânea” caracterizada por um alto consumo de azeite de oliva, rico 

em ácido oleico, tem sido tradicionalmente ligada ao efeito protetor contra diversos tipos de 

cânceres. O ácido oleico, ácido graxo ômega-9, é considerado um lipídeo saudável da dieta 

uma vez que ocorre naturalmente em várias gorduras animais, e principalmente, em óleos 

vegetais (MOON, BATIREL E MANTZOROS, 2014).  

Quanto aos efeitos diretos do consumo de azeite de oliva sobre a redução do risco de 

desenvolvimento do câncer de próstata, Ferrís-Tortajada et al. (2012)   destacam a elevada 

Figura 4: Estrutura química dos principais ácidos graxos presentes no azeite 
de oliva (Fonte: LOPEZ et al., 2014). 
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concentração de ácido oleico em detrimento da baixa concentração de gorduras saturadas, 

além, de outros nutrientes antioxidantes como a vitamina E, esqualeno, e compostos 

fenólicos. Há relatos de que o ácido oleico regula a oncogênese em testes in vitro. 

Pérez-López et al. (2013), ressaltam que nenhum outro óleo natural apresenta  

quantidade expressiva de ácidos graxos monoinsaturados quanto o azeite de oliva extra 

virgem. E, o consumo regular deste azeite pode reduzir os níveis de pressão arterial através 

da ação sinérgica do ácido oleico, α-tocoferol, polifenóis, e outros compostos fenólicos 

ausentes nos demais óleos vegetais.  

 

3.4.2 Pigmentos: clorofila e carotenóides 

 

A cor é uma importante característica de qualidade, e desempenha papel fundamental 

como fator de aceitabilidade entre os consumidores. O fruto da oliveira contém pigmentos 

verdes de planta, chamado clorofila, responsável pela cor das olivas; os pigmentos naturais 

derivados de clorofila, feofitinas e pirofeofitinas, são os pigmentos mais estáveis presentes 

na oliva (DEL GIOVINE e FABIETTI, 2005). Motilva e Romero (2010) afirmam que esses 

pigmentos desempenham um importante papel na estabilidade oxidativa do azeite de oliva 

virgem devido ao seu poder antioxidante natural na ausência de luz, e atividade pró-

oxidante na presença de luz.  

Clorofilas são consideradas fitoquímicos com importantes propriedades para o 

organismo animal como atividade antioxidante, atividade antimutagênica, modulação de 

enzimas de metabolização de xenobióticos, e indução de apoptose em linhagens celulares 

de câncer (FERRUZZI e BLAKESLEE, 2007).  

Em termos botânicos a oliva é um fruto de cor verde nos primeiros estágios de 

crescimento, devido à maior presença de clorofila em relação aos carotenóides, e 

gradualmente, passa a apresentar coloração roxa escura à preta devido à progressiva síntese 

de antocianinas até os estágios finais de maturação (ROCA e MÍNGUEZ-MOSQUERA, 

2003). 

Os carotenóides compreendem uma classe de mais de 600 pigmentos naturais 

sintetizados por plantas, algas e bactérias fotossintéticas, podendo desempenhar ainda um 
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importante papel como compostos funcionais (APARICIO-RUIZ, MÍNGUEZ-OSQUERA 

E GANDUL-ROJAS, 2011).  

 Além da pró-vitamina A, numerosos estudos epidemiológicos relatam que uma dieta 

rica em carotenóides está associada a uma redução no risco de certos tipos de câncer, 

doenças cardiovasculares, aterosclerose, degeneração macular (relacionado à idade e 

catarata); uma vez que apresentam atividade antioxidante capaz de bloquear o oxigênio 

singlete, uma forma ativa do oxigênio, impedindo a oxidação de tecidos orgânicos 

(APARICIO-RUIZ, MÍNGUEZ- OSQUERA e GANDUL-ROJAS, 2011; SAMANIEGO-

SÁNCHEZ et al., 2010).  

  A composição de carotenóides do azeite de oliva está sujeita a uma ampla variação 

devido a diferenças entre as cultivares e grau de maturação da oliva, latitude, condições 

ambientais, técnicas de processamento e condições de estocagem. Oliva em estado 

avançado de maturação possui um conteúdo médio de carotenóides em torno de 2 a 20 

mg/kg (APARICIO-RUIZ, MÍNGUEZ- OSQUERA E  GANDUL-ROJAS, 2011). 

 

3.4.3 Tocoferóis e tocotrienóis 

  

Conhecidos pelo nome genérico de ‘vitamina E’, os tocóis são caracterizados por um 

grupo de compostos lipídicos incluindo quatro espécies químicas de tocoferóis (α, β, δ e γ) 

e quatro de tocotrienóis (α, β, δ e γ), que se diferenciam em sua estrutura molecular. O  α-

tocoferol é a forma mais comum de vitamina E, que apresenta uma maior atividade 

biológica dentre esses compostos. Os estudos relatam atividade preventiva do tocoferol 

contra espécies reativas de oxigênio (ROS) em sistemas biológicos, ou seja, este 

desempenha efeito protetor contra o envelhecimento celular e alguns tipos de câncer, 

atuando na manutenção do sistema imune e na redução do risco de doenças 

cardiovasculares; além de proteger ácidos graxos de cadeia longa (PUFA) contra oxidação 

(BELTRÁN et al., 2010; LAURIDSEN, THEIL e JENSEN, 2013 ).  

A principal modalidade de atividade antioxidante da vitamina E é baseada na 

capacidade de bloquear a propagação de reações de radicais gerados pelas ROS 

(GALEANO-DÍAZ, ACEDO-VALENZUELA e SILVA-RODRÍGUEZ, 2012).   
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Os antioxidantes fundamentais do azeite de oliva virgem são tocoferóis e compostos 

fenólicos; os primeiros são moléculas lipofílicas, enquanto que fenólicos constituem a 

composição hidrofílica do azeite. O conteúdo de vitamina E no azeite de oliva é baixo se 

comparado a outros óleos vegetais, assim, os polifenóis são os maiores responsáveis por 

proteger o azeite da oxidação (OWEN et al., 2000; GALEANO-DÍAZ, ACEDO-

VALENZUELA e SILVA-RODRÍGUEZ, 2012;  MANAI-DJEBALI et al., 2012).  

No azeite de oliva o α-tocoferol representa mais que 95% do conteúdo de tocoferol 

total que varia entre 50 e 300 mg/kg. O conteúdo e composição de tocoferol no azeite 

depende de vários fatores agronômicos como cultivar (variedade), maturação do fruto e 

condições agroclimáticas (BELTRÁN et al., 2010).  

 

3.4.4 Compostos fenólicos 

  

Os fenólicos de azeite de oliva podem variar desde fenóis simples até estruturas muito 

complexas com um ou mais grupos hidroxila, e podem ainda estar ligados a moléculas de 

açúcar, contudo, a estrutura de vários compostos fenólicos do azeite de oliva ainda não foi 

esclarecida (OROZCO-SOLANO et al., 2012; VICHIA, CORTÉS-FRANCISCO e 

CAIXACH, 2013).   

Fenólicos de azeite de oliva, que se caracterizam por ter caráter polar e meio polar, 

têm sido os componentes do azeite de oliva mais estudados nos últimos anos. Os compostos 

fenólicos são considerados os principais responsáveis pelo efeito preventivo do azeite de 

oliva contra dano oxidativo. Sua presença em quantidades adequadas é fundamental para o 

funcionamento celular ótimo e saúde sistêmica (KALOGEROPOULOS et al., 2007; 

OROZCO-SOLANO et al., 2012).   

Enquanto que os secoiridoides oleuropeína e ligstrosídeo são os principais compostos 

minoritários dos frutos da oliveira, as agliconas e deacetoxi agliconas - derivados de 

secoiridoides, o hidroxitirosol e o tirosol, são predominantes no extrato hidrofílico do azeite 

da oliva. É durante o processo de maturação, processamento e extração do azeite que vários 

compostos podem ser formados por isomerização após hidrólise de oleuropeína e 

ligstrosídeo (RODRIGUEZ-RAMIRO et al., 2011; VICHIA et al., 2013).  
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Tirosol, hidroxitirosol e derivados secoiridoides representam cerca de 30% do 

conteúdo fenólico total do azeite de oliva, que geralmente varia entre 130 e 350 mg/kg 

(OROZCO-SOLANO et al., 2012). Decarboximetil oleuropeína aglicona (3,4-DHPEA-

EDA), hidroxitirosol e tirosol juntos apresentam efeito sinérgico quanto a sua atividade 

antioxidante (MATEU-DE ANTONIO e MARÍN-CASINO, 2013).  

O hidroxitirosol é considerado o mais abundante e representativo fenólico do azeite 

de oliva, seu efeito protetor contra estresse oxidativo citotóxico induzido tem sido 

sistematicamente demonstrado (RODRIGUEZ-RAMIRO et al., 2011).  

A Figura 5 mostra a estrutura molecular dos principais compostos fenólicos, com 

atividade biológica, identificados no azeite de oliva extra virgem (OMAR, 2010).  

 

   

Figura 5. Estrutura química dos principais compostos fenólicos com atividade biológica 

identificados no azeite oliva extra virgem (Fonte: OMAR, 2010).  

 

3.4.4.1 Compostos fenólicos: metabolismo 

 

É evidente que as formas bioativas, in vivo, de determinados compostos não são 

necessariamente a forma fitoquímica natural. Após a ingestão do azeite de oliva os 

fenólicos tirosol e hidroxitirosol, bem como, glicosídeos e agliconas de secoiridoides, 

podem sofrer reações de conjugação e/ou hidrólise rápida, resultando em aumento na 

quantidade de tirosol e hidroxitirosol nas formas livres. Os produtos da digestão apresentam 

bioatividade, e são, enfim, absorvidos pelo intestino delgado (COVAS et al., 2010; 

SPENCER, MOHSEN, e RICE-EVANS, 2004).   
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Pesquisas têm mostrado que os compostos fenólicos hidroxitirosol e tirosol são 

absorvidos após ingestão de maneira dose-dependente, e que houve aumento na sua 

biodisponibilidade quando administrados como uma solução de azeite de oliva comparado 

a uma solução aquosa. (CICERALE, LUCAS e KEAST, 2010; KHYMENETS et al., 

2011).  Por outro lado, Covas et al. (2010) ao realizarem perfusão isolada de oleuropeína no 

intestino de ratos, observaram que esse composto apresenta baixa biodisponibilidade. 

Sugerindo que para a oleuropeína exercer de maneira mais eficiente sua atividade biológica 

seria necessária sua conversão para hidroxitirosol.   

No fígado os compostos fenólicos, particularmente aqueles ligados a um grupo 

catecol, são biotransformados por três sistemas enzimáticos: catecol-O-metil-transferase, 

sulfatases, e glucuronosil-transferases, e então, excretados (COVAS et al., 2010; 

FERNÁNDEZ-MAR et al., 2012).  

 

3.4.4.2 Compostos fenólicos: atividade biológica in vitro 

 

Fernandez-Arroyo et al. (2012) avaliaram a capacidade antiproliferativa e o  

metabolismo das principais famílias de polifenóis de azeite em cultura celular de 

adenocarcinoma de cólon humano (SW480 e HT29) com uma suplementação exógena de 

extratos de azeite, em diferentes concentrações. Os autores observaram, pela análise do 

meio de cultura e citoplasma celular que a oleuropeína (ou seus derivados metabólicos) e a 

quercetina foram os dois compostos fenólicos principais presentes no citoplasma. Ambos os 

compostos demonstraram possuir atividade antiproliferativa, atuando através de diversos 

mecanismos incluindo inibição proteica, apoptose ou inibição de atividades enzimáticas.  

Fabiani et al. (2011) mostraram que isolados de 3,4-DHPEA (hidroxitirosol), e outros 

compostos fenólicos similares presentes no azeite, são capazes de induzir à apoptose em 

células de leucemia (HL60).  Os resultados apontaram que a maior parte do efeito pró-

apoptótico de 3,4-DHPEA e seus derivados 3,4-DHPEA-EDA (hidroxitirosol dialdeído) e 

oleuropeína é devido à produção extracelular de peróxido de hidrogênio (H2O2), mecanismo 

que não é apresentado pelos demais compostos como p-HPEA (tirosol) e p-HPEA-EDA 

(tirosol dialdeído) sugerindo que o grupo catecol presente na molécula é necessário para a 

produção de H2O2.   
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 O mesmo mecanismo de ação protetora foi demonstrado em outro estudo, utilizando 

extrato fenólico de azeite de oliva virgem comercial sobre o DNA nuclear (nDNA) em 

células de carcinoma cervical (EROL, ARDA e ERDEM, 2012) .  

Rosignoli et al. (2013) além de estudarem o potencial antioxidante de fenólicos de 

azeite de oliva, investigaram os efeitos dos fenólicos isolados, em diferentes concentrações, 

sobre a expressão da  cicloxigenase (COX2), uma enzima pró-inflamatória em células 

primárias de monócitos humanos.  Evidenciando que há modulação de marcadores anti-

inflamatórios a concentrações relativamente maiores que atingidos in vivo. No entanto, os 

autores afirmam que o consumo regular de azeite de oliva extra virgem de curta vida de 

prateleira pode resultar em um efeito anti-inflamatório geral. Esta conclusão é apoiada por 

diversos estudos clínicos mostrando que o consumo de azeite de oliva pode influenciar 

diferentes marcadores inflamatórios em humanos como tromboxanos, interleucinas, 

leucotrienos e ciloxigenases (TXB2, IL7, LTB4, COX1 e COX2; respectivamente).   

Sarria et al. (2012) relatam que células de hepatoma humano (HepG2) são largamente 

utilizadas para estudos bioquímicos e nutricionais. Essa linhagem celular representa um 

bom modelo de cultura de células de hepatócitos humanos uma vez que preserva a 

morfologia e a maioria das funções dos hepatócitos. Os mesmos autores afirmam que o 

hidroxitirosol previne dano por estresse oxidativo em células hepáticas através da 

modulação de vias de sinalização envolvidas na regulação enzimática 

antioxidante/desintoxicante.  

Considerando a relação entre a Dieta Mediterrânea e diminuição da prevalência de 

doenças cardiovasculares tem sido mostrado que o azeite de oliva extra virgem rico em 

polifenóis aumenta a resistência da LDL (lipoproteína de baixa densidade) à oxidação, in 

vitro e in vivo.  

Neste contexto, em um estudo clínico de Bogani et al. (2007) mostrou que pode haver 

atividade cardioprotetora em estado pós-prandial de voluntários saudáveis após a ingestão 

de azeite de oliva extra virgem enriquecido com fenólicos do próprio azeite. Ao avaliarem 

o perfil pós-prandial de lipídeos séricos e marcadores cardiovasculares, os autores 

concluíram que essa proteção pode ser atribuída à fração fenólica, e não apenas ao 

conteúdo de MUFA (monounsaturated fat acids  - ácidos graxos monoinsaturados).  
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 Sánchez-Fidalgo et al. (2013) ao realizarem  a suplementação dietética de azeite de 

oliva extra virgem, enriquecido com o extrato fenólico, em modelos animais com colite 

ulcerativa induzida, observaram que houve redução na severidade e na extensão progressiva 

do dano colônico .  

Observa-se que o maior número de trabalhos utiliza extrato fenólico ou isolado de 

compostos fenólicos, porém como afirmam Castelo-Branco e Torres (2011), a atividade 

antioxidante dos componentes do óleo pode ser afetada pelo sinergismo entre os compostos 

antioxidantes e complexa afinidade dos compostos com as interfaces ar-óleo e/ou óleo-água 

no meio. A localização dos antioxidantes em interfaces causa um fenômeno conhecido 

como paradoxo polar, no qual os antioxidantes polares são mais efetivos em meios apolares 

e vice-versa. O que sugere mecanismos de ação distintos para os compostos antioxidantes 

nas diferentes frações isoladas. Portanto, seria importante investigar a capacidade 

antioxidante dos óleos na sua forma integral, e não apenas do extrato fenólico.   

 

3.5 Equilíbrio redox e sistema de defesa celular endógeno contra espécies reativas  

 

 O surgimento do oxigênio no planeta permitiu que os organismos utilizassem os 

nutrientes de maneira mais eficiente, porém, também causou a exposição das células a uma 

variedade de oxidantes chamadas espécies reativas de oxigênio (Reactive oxygen species - 

ROS), resultantes de uma redução incompleta do oxigênio. Portanto, ROS são formadas em 

condições fisiológicas e patológicas nos mamíferos, e estão envolvidas na fisiopatologia de 

um grande número de doenças devido à sua alta reatividade com biomoléculas incluindo 

lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos. A fim de diminuir a concentração dessas ROS, os 

organismos aeróbios mais evoluídos possuem uma variedade de enzimas antioxidantes e 

outras moléculas antioxidantes de baixa massa molecular.  Os estudos afirmam que os 

processos metabólicos que geram oxidantes e antioxidantes são regidos tanto por 

disposição genética, quanto por fatores ambientais  (BARP et al., 2002; TURRENS, 2014).  

O arsenal de defesa celular para controlar a magnitude na formação de ROS é extenso 

e, inclui antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutase - SOD, catalase -CAT, 

glutationas peroxidases, peroxiredoxinas, glutaredoxinas, thioredoxinas, sulfiredoxinas) e 

antioxidantes não enzimáticos (vitaminas A, C, e E, urato, bilirrubina). A ação coordenada 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128012383019681
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das enzimas antioxidantes garante a remoção eficiente de ROS, vale ressaltar que inúmeras 

evidências apontam para a necessidade de ingestão adequada de antioxidantes através da 

dieta, a fim de auxiliar na manutenção dos baixos níveis intracelulares de ROS (GAO et 

al.,2008; PATEL e STAPPENBECK, 2013).  

Linus Pauling e Junior Sheehan (1949) foram os primeiros a definirem essas espécies 

reativas como uma consequência da configuração eletrônica do oxigênio molecular em seu 

estado fundamental, o qual apresenta dois elétrons desemparelhados em sua camada 

externa. Turrens (2010) explica que como resultado desta configuração eletrônica “bi-

radical”, a redução de oxigênio à água ocorre através de quatro etapas consecutivas, 

produzindo uma variedade de intermediários parcialmente reduzidos de diferente 

reatividade. Quando o oxigênio molecular recebe o primeiro elétron, este é convertido em 

ânion superóxido (●O2
-). O segundo elétron produz peróxido de hiddrogênio (H2O2). A 

adição de um terceiro elétron quebra a ligação entre ambos os átomos de oxigênio, gerando 

uma molécula de água e um poderoso oxidante chamado radical hidroxil (●OH). O quarto 

elétron reduz o radical hidroxil produzindo OH- (radical peroxil), este por sua vez é 

protonado para gerar uma segunda molécula de água.  

Além disso, um dos dois elétrons desemparelhados na camada externa pode ser 

excitado a um novo nível de rotação, resultando na formação do oxigênio singlete, uma 

forma muito reativa do oxigênio capaz de reagir com a maioria das biomoléculas, 

particularmente com ligações duplas produzindo dioxetanos (peróxidos cíclicos). Klotz et 

al. (2003) acrescentam que  algumas dessas reações entre o oxigênio singlete e  moléculas 

como proteínas, lipídeos e DNA podem afetar a expressão de genes, desencadeando ou 

bloqueando várias respostas intracelulares.  

As células possuem determinado número de mecanismos de autodefesa contra efeitos 

tóxicos de ROS incluindo sequestro de radicais livres e terminais de reação em cadeia como 

a SOD, catalase e glutationa reduzida.  Quando o balanço entre a produção de ROS e as 

defesas antioxidantes sofre desequilíbrio, em que a formação de ROS excede a capacidade 

celular de remoção, instala-se uma condição denominada de “estresse oxidativo”, levando à 

injúria celular de forma rápida devido a instabilidades desses produtos oxidativos. Por isso, 

a remoção destes radicais livres por compostos antioxidantes pode ser estratégia de defesa 

efetiva contra várias doenças (DAVIES, 1995; WU et al., 2009; CARILLON et al., 2012; 
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TSAI et al., 2014). O termo “Radicais livres” inclui espécies reativas de oxigênio e espécies 

reativas de nitrogênio (Reactive Nitrogen Species - RNS), geradas como subprodutos de 

reações bioquímicas intracelulares e, assim, considerados intermediários inerentes de 

muitos processos fisiológicos (MARÍ et al., 2010).  

 Segundo Mahlicli et al. (2014), a SOD e a CAT são enzimas conhecidas como o par 

de antioxidantes mais importantes no sangue e, constituem o sistema mais eficaz de 

regulação dos níveis de radicais livres.   

 

3.5.1 Catalase 

 

Catalases pertencem a uma classe de enzimas que catalisam a conversão de peróxido 

de hidrogênio em oxigênio e água: 2H2O2  2H2O + O2. Estão presentes nos mais diversos 

organismos vivos: araquinídeos, bactérias, fungos, plantas e animais, incluindo o homem. A 

evolução de enzimas de atividade catalítica foi um processo fundamental na evolução da 

vida aeróbica e independentemente conduzido ao aparecimento de três famílias de genes de 

metaloenzimas, chamadas comumente catalases heme (monofuncional), catalase-

peroxidase heme bifuncional e catalase manganês (não-heme) (NICHOLLS, 2012; 

OBINGER, 2012).  

A catalase tem função regulatória nos níveis de espécies reativas de oxigênio e pode 

reduzir o risco de metástase de tumores, assim, a catalase pode desempenhar um importante 

papel em impedir a proliferação do câncer (NISHIKAWA, 2008; TSAI, 2014).  

Valdameri et al. (2011) investigaram  se os níveis de RNAm e a atividade de 

diferentes enzimas antioxidantes e ROS são afetadas pelo flavonóide apigenina, e se essas 

alterações poderiam ser associadas ao mecanismo de apoptose induzida pela apigenina em 

células de hepatoma humano HepG2. Apigenina é um flavonoide de ocorrência natural em 

plantas, abundante em vegetais e frutas. É um composto de caráter bioativo com 

propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e antitumorais contra várias linhagens 

celulares humanas de câncer. Os autores observaram que o tratamento com apigenina levou 

à formação de ROS e significativa diminuição na expressão gênica e atividade da catalase, 

por outro lado, o tratamento não alterou a expressão ou atividade de outras enzimas 

antioxidantes. Além disso, ao adicionarem catalase exógena houve redução significativa 



27 

 

nos efeitos da apigenina sobre a morte celular de HepG2, sugerindo que o aumento dos 

níveis de H2O2 poderia estar envolvido na morte celular induzida por apigenina.  

Tsai et al. (2014) afirmam que diversas evidências clínicas indicam que a auto 

regulação de várias catepsinas, proteases envolvidas no metabolismo celular em muitos 

tipos de câncer humano, é correlacionada com a progressão maligna e mal prognóstico do 

paciente. Além disso, o aumento da atividade da catalase ou acúmulo de peróxido de 

hidrogênio correlaciona-se com metástase de câncer. Estudos recentes indicam que a 

expressão e ativação da catepsna podem ser moduladas com o tratamento de H2O2. 

Entretanto a atual relação entre a catalase e a catepsina ainda não está bem compreendida.   

Os autores demonstraram que a catalase previne o acúmulo de ROS (H2O2) e modula 

a migração e invasão induzida por catepsina em células tumorais de intestino, indicando a 

importância de regulação da catalase durante metástase ou formação do câncer, portanto, 

pode ser um alvo na terapia anti-câncer.  

 

3.5.2 Superóxido Dismutase - SOD 

 

Nedeva et al. (2004), explica que organismos eucariotos possuem duas formas de 

SOD codificados pelo gene da SOD1 e SOD2. A SOD1 codifica a SOD ligada a cobre-

zinco (Cu, Zn-SOD), localizada principalmente no citosol, mas, pode ser encontrada ainda 

na mitocôndria, núcleo e lisossomos. O marco da descoberta da SOD, em 1995, despertou 

um considerável interesse na química e biologia dos radicais livres, hoje reconhecidos em 

múltiplas funções celulares, doenças, e envelhecimento (MARÍ et al., 2010). 

A SOD catalisa a conversão do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, que, por 

sua vez é convertido em água em oxigênio pela glutationa peroxidase e catalase. 

Considerando a reatividade e sítio de localização onde as espécies reativas são formadas no 

interior da célula, as defesas antioxidantes enzimáticas são compartimentalizadas para 

neutralizar estas espécies de forma mais eficiente. Por exemplo, a SOD está localizada no 

citosol (Cu=Zn SOD) ou na mitocôndria (Mn-SOD), assim, é capaz de reagir com pools 

diferentes de ânion superóxido gerados extra ou intra mitocôndria (GAO et al., 2008).  

Estudos afirmam que o desequilíbrio do estresse oxidativo no fígado pode interferir 

no metabolismo da glicose e, contribuir para o desenvolvimento de Diabetes Mellitus (KIM 
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et al., 2013). Gu et al. (2015) avaliaram os níveis e atividade da SOD em tecido hepático de 

ratos pós-tratamento com Portulaca oleracea L., planta comumente usada na medicina 

chinesa contra diversas doenças devido aos seus componentes bioativos. Os autores relatam 

diminuição na atividade da SOD em hepatócitos de ratos induzidos à Diabetes com base no 

desequilíbrio do sistema de defesa antioxidante, resultados que corroboram com a 

literatura, no entanto, após o tratamento com o extrato da planta medicinal rica em 

fitoquímicos houve aumento significativo na atividade da SOD, principalmente com a 

amostra fresca, mostrando forte atividade antioxidante.    

A SOD desempenha uma função chave no controle celular de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), e pode ser um potencial agente terapêutico contra o estresse oxidativo 

relacionado a doenças, uma vez que, o dano celular mediado por ROS relaciona-se com 

muitas patologias, incluindo injúria de reperfusão isquêmica, doenças cardiovasculares, 

câncer e doenças neurodegenerativas, além do processo natural de envelhecimento 

(PERRY et al., 2010).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostras 

 

As amostras de azeite de oliva selecionadas para este trabalho foram: três amostras de 

caráter monovarietal, variedade Arbequina. Destas, uma foi disponibilizada pela Empresa 

de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (EPAMIG) da Fazenda Maria da Fé, 

denominada de ArbequinaMG, e a outra fornecida pela empresa Olivas do Sul 

Agroindústria Ltda., da cidade de Cachoeira do Sul - Rio Grande do Sul, identificada neste 

trabalho como ArbequinaRS. Ambas, MG e RS, foram produzidas no período de Fevereiro 

a Março de 2013. A terceira amostra foi uma arbequina importada, nome comercial Azeite 

Pouns® (Fab: 03/2013 Val: 08/2015 Lote: 004/475[6]), adquirida no comércio de 

Campinas, cujo país de origem é a Espanha, denominada ao longo deste trabalho de 

ArbequinaMed ou mediterrânea.  

A EPAMIG forneceu ainda um azeite da variedade Maria da Fé, cultivar 

desenvolvida para cultivo no Brasil pela própria empresa na Fazenda Experimental de 

Maria da Fé - MG, identificada com o mesmo nome de origem.  

E, por fim, a amostra popularmente conhecida no mercado pela marca Gallo®, de 

origem portuguesa (Fab:12/2012 Val: 06/2014 Lote: L23610K097), uma vez que esta 

marca caracteriza-se como líder de vendas em diversos países, inclusive no Brasil, onde 

representa 14% das exportações portuguesas, segundo dados da Gallo Worldwide.  

 

4.2. Caracterização química dos compostos bioativos 

 
4.2.1 Determinação de ácidos graxos.   
   

4.2.1.1 Preparo dos ésteres metílicos  
 

O procedimento de esterificação foi baseado no método de Hartmann e Lago 

(1973). Foram pesados 50 a 60 mg de cada amostra de azeite em tubos de ensaio, com 

posterior adição de 4 mL de KOH 0,5 mol/L 
 em metanol. Os tubos foram aquecidos em 

banho maria a 90ºC ± 5ºC por 5 minutos, até obtenção de uma solução transparente. Nesta 
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etapa ocorreu hidrólise dos triacilgliceróis, liberando os ácidos graxos. Após o 

resfriamento, foram adicionados 5 mL de solução de BF3  3% em metanol, e os tubos foram 

aquecidos novamente em banho maria a 90ºC ± 5ºC por 5 minutos. Nesta etapa realizou-se 

a metilação dos ácidos graxos livres, catalisada pelo BF3, resultado na formação de ésteres 

metílicos dos ácidos graxos (FAMEs). Após o resfriamento foram adicionados 4 mL de 

solução saturada de NaCl, com posterior agitação. Em seguida foram adicionados 5 mL de 

éter de petróleo, com posterior agitação vigorosa. Por fim, os tubos foram deixados em 

repouso por aproximadamente 30 segundos para a separação das fases, sendo que 1 µL da 

fase orgânica superior de cada replicata foi injetado no cromatógrafo à gás. Cada amostra 

foi esterificada em triplicata.   

 

 4.2.1.2 Condições cromatográficas GC-FID 

 

Para separação e identificação dos ésteres metílicos dos ácidos graxos, foi utilizado 

um cromatógrafo à gás Agilent 6850 Series GC System com detector por ionização em 

chama (GC-FID). Empregou-se a coluna capilar DB-23 Agilent (50% cyanopropyl) – 

methylpolysiloxane (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 µm espessura do filme). Os parâmetros 

ajustados foram: injeção no modo split (1:50); volume injetado 1,0µL; velocidade linear 24 

cm/seg; fluxo coluna =1,0 mL/min; gás de arraste Hélio; temperatura do injetor (250ºC); 

temperatura do detector (280ºC); programação de temperatura (110ºC por 5 min, passando 

para 215ºC a 5ºC por min, temperatura final mantida por 34 min).  

A identificação dos picos foi feita por comparação dos tempos de retenção dos picos 

do óleo padrão (óleo de mostarda), obtidos nas mesmas condições, e os tempos de retenção 

dos picos observados para as amostras. A quantificação foi realizada por normalização de 

área, ou seja, área do pico de um determinado ácido graxo em relação à área total 

(somatório da área de todos os picos de ácidos graxos). As condições cromatográficas 

foram definidas e validadas pelo Laboratório de Óleos e Gorduras da FEA-Unicamp, 

conforme método proposto por Hartmann e Lago (1973).  
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4.2.2 Determinação de pigmentos 
 
4.2.2.1 Carotenóides totais 
 

O conteúdo de carotenos das amostras foi determinado de acordo com o método 

descrito por PORIM (1995). Uma alíquota de óleo foi diluída em hexano 100%, na 

concentração de 1 g/mL, e diluída até absorbância de 0,2 a 0,8 nm. A leitura foi realizada 

em espectrofotômetro com comprimento de onda de 446 nm, a análise foi determinada em 

triplicata.  

O conteúdo de carotenos foi expresso em miligramas de β-caroteno por quilo de óleo 

(mg β-caroteno / kg amostra), conforme a equação (1).  

 

                        Caroteno total (ppm) = V x (383/100 x m) x (Abs) 

                         Em que: V é o volume de hexano (mL)  

                         m é o peso da amostras (g) 

                         Abs é valor da absorbância (nm) 

 

4.2.2.2 Clorofila total 
 

O conteúdo de clorofila total das amostras foi determinado de acordo com o método 

da AOCS (American Oil Chemists' Society), (2009).  

A determinação de clorofila baseia-se em mensurar o conteúdo de pigmentos de 

clorofila através da medida da absorbância do óleo bruto nos comprimentos de onda de 

630, 670 e 710 nm, as leituras foram realizadas em triplicata.  

O conteúdo de clorofila total é expresso em miligramas de feofitina a por quilo de 

óleo bruto (mg feofitina a / kg) , conforme a equação (2):  

 

Equação(2):   Clorofila total (ppm)= 345,3 x (A670-(0,5 x A630)-(0,5 x A710) / L  

Em que: A é valor da absorbância (nm)  

              L é o diâmetro da cubeta (mm)  

 

 

Equação. (1):  
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4.2.3 Determinação de Tocóis (tocoferóis e tocotrienóis) 
 

A análise de tocóis totais foi realizada conforme metodologia da AOCS, (2004).  

Inicialmente as amostras foram diluídas em hexano na concentração de 0,1 g/mL.  

Foi utilizado um cromatógrafo UHPLC modelo Ultimate 3000 Dionex com detector 

de fluorescência UV/vis – com excitação de comprimento de onda de 290 nm e emissão de 

um comprimento de onda de 330 nm, e coluna de fase reversa HP C18 SIL X-10, 4,6 mm 

DI x 25 cm; a fase móvel consistiu em hexano grau HPLC (99%) e isopropanol (1%). 

A curva de calibração foi realizada usando uma solução padrões de tocoferóis (-

tocoferol, -tocoferol, -tocoferol, -tocoferol), nas concentrações de 1 a 5 µg/mL. A 

composição qualitativa de tocóis foi determinada por comparação dos tempos de retenção 

dos picos com os respectivos padrões de tocoferóis. A composição quantitativa foi 

realizada por normatização da área, sendo expressa em miligramas do respectivo tocol por 

quilo de amostra (mg/Kg amostra). A análise foi determinada em triplicata. 

 

4.2.4 Conteúdo de fenólicos totais  

 

Para a determinação de fenólicos totais utilizou-se o método de Folin-Ciocaulteau 

descrito por Hrnciriki e Fritsche (2004). Este método baseia-se na redução do ácido 

fosfomolibdíco e fosfotungstico pelas hidroxilas dos fenóis produzindo uma coloração azul.  

Inicialmente, 0,5 g de óleo foi dissolvido em 1 mL de hexano e 1 mL de  

metanol/água (60:40 v:v), agitado vigorosamente por 2 minutos. Ambas as fases foram 

separadas por centrifugação (3500 rpm, 10 min) e uma alíquota (40 μL) da fase metanólica 

foi diluída em água para um volume final de 1 mL em microtubo de 2 mL, seguida pela 

adição de 100 μL de reagente  Folin-Ciocaulteau . Após 3 min, no escuro, 200 μL de 

carbonato de sódio (35%) foi adicionado. A solução, então, foi agitada em vórtex, e, 

adicionada água destilada para volume final de 2 mL, esta solução foi mantida no escuro 

por 2 horas. Após esse período, adicionou-se 200 µL da mistura reacional, em triplicata, em 

compartimentos de microplaca e mensurou-se a absorbância a 725 nm. O branco foi 

composto por todos os constituintes da reação, substituindo-se a solução fenólica por água 

destilada. A curva de calibração foi realizada usando uma solução padrão de ácido gálico, 
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nas concentrações de 0,01 - 0,1 µg/mL e os resultados determinados em triplicata, e 

expressos em mg de ácido gálico equivalente por quilograma de amostra ( mg AGE /kg).    

 

4.2.5 Identificação e quantificação dos principais compostos fenólicos de interesse: 

tirosol e hidroxitirosol 

 

4.2.5.1 Extração líquido - líquido  

 

A caracterização e quantificação dos compostos fenólicos de interesse foi realizada de 

acordo com o método descrito por Ballus et al. (2014), com adaptações. O método é 

baseado na extração de compostos fenólicos polares a partir de amostras de azeite por meio 

de extração líquido-líquido (LLE), e subsequente injeção do extrato em um sistema de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (High Performance Liquid Chromatography – 

HPLC) associado a um detector por arranjo de diodos.  

 Em resumo, uma massa de 2 g de cada amostra de azeite foi dissolvida em 1 mL de 

hexano e 2 mL de metanol/água (60:40 v:v). A mistura foi centrifugada (3500 rpm por 10 

minutos), a fase metanólica coletada, e a fase com hexano foi reextraída adicionando-se 2 

mL de  solução de metanol/água 60%, esse procedimento foi repetido duas vezes. Os 

extratos metanólicos foram então evaporados à vácuo a 39ºC, e o resíduo obtido 

ressuspendido em metanol/água (50:50 v:v). Finalmente, o extrato foi filtrado em 

membrana de 45 µm e analisado em HPLC para identificação e quantificação dos fenólicos 

livres. 

  

4.2.5.2 Condições cromatográficas HPLC-DAD  

 

O método cromatográfico foi adaptado de Hrncirik e Fritsche (2004), realizado em 

UHPLC modelo Dionex com detector DAD, coluna C18 (5 μm, 4,6 mm x 150 mm, Waters, 

USA) mantida à temperatura de 27 °C.  As fases móveis foram: solução de ácido fórmico 

0,5% (sol. A) e metanol:acetonitrila (50:50 v:v)  (sol. B), com volume de amostra a ser 

injetado de 20 μL. O gradiente das fases móveis em porcentagem de volume foram de: 0-15 

min, 95% A e 5% B; 15 min, 70 % A e 30% B; 30 min, 65% A e 35% B; 37min, 60%A  e 
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40% B; 50 min, 30% e 70% B; 55 min, 0% A e 100% B. O fluxo das fases móveis foi de 1 

mL/min.  

O detector DAD foi operado na faixa de 190 a 480 nm. Os fenólicos foram 

identificados por comparação dos tempos de retenção e dos espectros do UV-Vis dos 

padrões. Os espectros foram adquiridos entre 190 e 330 nm e os cromatograma processados 

a 280 nm.  

Os compostos fenólicos foram quantificados usando curvas de calibração dos padrões 

analíticos de hidroxitirosol e tirosol Sigma®, e suas concentrações foram expressas em 

miligramas por quilograma de amostra (mg /kg). As análises foram realizadas em triplicata 

de amostras, e duplicata dos padrões.  

 
 
4.3 Avaliação da atividade antioxidante por sequestro de radicais livres  
 

4.3.1 Capacidade de absorção do radical oxigênio – ORAC  
 

Para realização do ORAC lipofílico a amostra foi dispersa em DMSO:Tween 20 

(9:1 v:v) a uma concentração inicial de 40 mg/mL (NCI/ NIH, 2009 adaptado) . E, então 

diluída em solução tampão fosfato (75 mmol/L pH 7,4) de forma a serem obtidas 

concentrações finais de amostra entre 5-20 mg/mL. A solução final de cada concentração 

foi agitada vigorosamente em Ultra Turrax (Ultra Turrax Tube Drive Control Workstation -

IKA®) a 4000 rpm por 5 minutos.  

O método ORAC utilizado, com fluoresceína (FL) como sonda de fluorescência, foi 

descrito por Ou et al. (2002) e, adaptado por Macedo et al. (2011). As amostras foram 

preparadas em três concentrações diferentes diluídas em tampão fosfato 75 mmol/L pH 7,4. 

Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico, AcrosOrganics, Belgica) 

foi preparado como padrão de referência em concentrações entre 1,5 e 1500 μmol/L em 

tampão fosfato 75 mmol/L pH 7,4. Alíquotas de 20 µL da amostra, solução de Trolox® ou 

tampão (branco) foram distribuídos em placa com 96 poços (cor preta e opaca) seguidas da 

adição de 120 µL de solução de sal sódico de fluoresceína 0,38 μg/mL (Ecibra, São Paulo, 

Brasil) diluída em tampão fosfato 75 mmol/L pH 7,4. A reação foi iniciada com a adição de 

60 µL de solução do radical AAPH (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) em 
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concentração 108 mg/mL dissolvido em água destilada. A fluorescência foi monitorada a 

cada 56 segundos durante 90 min, em FluorímetroFluostarOptimo (BMG LABTECH, 

Alemanha) a 37 °C e com filtro de excitação de 485 nm e de emissão de 520 nm.  Os 

valores ORAC foram calculados pela diferença entre a área sob a curva de decaimento da 

fluorescência de cada amostra e do branco (net AUC). As equações de regressão entre net 

AUC e concentração antioxidante foram calculadas para todas as amostras. As medições 

realizadas em triplicata, e os resultados expressos como μmol equivalente em Trolox/g de 

substrato ou μmol equivalente em Trolox/g de padrão. 

 

4.3.2 Ensaio DPPH  

 

A análise de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi realizada conforme método 

descrito por Macedo et al. (2011) com modificações. As amostras foram diluídas em etanol 

100% para concentração final de 10 mg/mL.  O meio reacional consistiu em 50 µL de 

amostra diluída disposta em placas transparentes de 96 poços e 150 µL da solução de 

DPPH (0,2 mmol/L em etanol) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). O branco de 

referência foi preparado com 50 µL de água e 150 µL de solução de DPPH. A absorbância 

foi medida a 520 nm por 36 min em leitor de placa (BMG Labtech, Alemanha). O padrão 

Trolox® (6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico, AcrosOrganics, Belgica) 

foi preparado em etanol nas concentrações de 10-200 µM/L e determinado conforme as 

condições citadas anteriormente. A atividade antioxidante foi calculada a partir da equação 

obtida por regressão linear das determinações de DPPH do padrão Trolox®. As medições 

realizadas em triplicata, e os resultados expressos como μmol equivalente em Trolox/g de 

amostra.  
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4.4 Cultivo celular 
 

Foram utilizadas as linhagens de hepato carcinoma humano (HepG2) doadas pela 

Divisão de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA-UNICAMP, e adenocarcinoma de 

cólon humano (HT29), doadas pelo Laboratório de Biologia Molecular e Farmacologia da 

Universidade São Francisco. A linhagem HT29 foi cultivada em Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM - Sigma-Aldrich®), e a HepG2 foi cultivada em Minimum 

Essential Medium (MEM - Sigma-Aldrich®); ambos suplementados com 10% de soro fetal 

bovino (Gibco BRL, NY, USA), 10 mL/L de penicilina/estreptomicina (Gibco BRL, NY, 

USA) e 2,2 g/L de NaHCO3, pH 7,4. As células foram cultivadas até atingirem cerca de 

80% de confluência, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2, e depois incubadas em 

presença da amostra por 5 horas antes dos ensaios pretendidos, a fim de garantir que as 

emulsões se mantivessem estáveis durante o período de tempo determinado para o ensaio.  

 

4.4.1 Avaliação da viabilidade celular em linhagens de HT29 e HepG2  

 

Uma possível ação citotóxica dos azeites emulsionados sobre a linhagem celular 

HT29, células de membrana intestinal humana, foi investigada pelo método MTT. Este 

consiste em um teste de redução do sal de tetrazólio (MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) descrito por Mosmann (1983), modificado por Ribeiro-

Dias et al. (2000). 

Diferentes solventes foram testados a fim de identificar aquele que apresentasse 

menor grau de toxicidade como veículo do óleo. A amostra foi dispersa em DMSO e 

diferentes surfactantes na proporção de 9:1 (v:v), cuja concentração inicial foi de 40 mg/ml 

(NCI/ NIH, 2013 adaptado). Foram testadas soluções de Tween 20:DMSO,  Tween 

80:DMSO e glicerol:DMSO  a fim de constituir um sistema de emulsão com o azeite em 

meio de cultura DMEM.  Cada sistema emulsionado foi agitado vigorosamente em em 

UltraTurrax  (Ultra Turrax Tube Drive Control Workstation -IKA®) a 4000 rpm por 5 

minutos. Após agitação, cada emulsão foi adicionada em tubos eppendorf de 2mL, e 

mantidas em repouso até observarmos sinais de coalescência.  
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Após definição do sistema de emulsificação mais estável e seguro, o ensaio de 

viabilidade foi realizado com as células de HepG2.  Alíquotas de 100 µL de suspensão 

celular, na densidade de 1x105 células/mL, foram transferidas para placas de 96 poços. 

Após 24 horas de incubação, para adaptação e adesão, as células foram expostas às 

amostras emulsionadas (filtradas em filtro de 0,20 µm) nas concentrações de 0,5 a 2 

mg/mL, então, a placa foi incubada novamente por 5 horas, tempo definido conforme os 

testes de estabilidade do sistema de emulsão.   

Na sequência, o sobrenadante foi desprezado, e adicionou-se 10 µL de solução MTT 

na concentração de 5 mg/mL em cada compartimento da placa, e então, as células foram 

incubadas por 3 h (37ºC, 5% CO2), em seguida adicionou-se 100 µL de sulfato de dodecil 

de sódio 10% (SDS) em HCl 0,01M. A placa foi mantida por 18 h, a 37ºC, 5% de CO2. Um 

agitador de placa foi utilizado para homogeneizar a solução, e por fim, a absorbância foi 

lida a 540nm, usando leitor de microplaca. Controles positivos de viabilidade celular foram 

avaliados, assim como um controle da citoxicidade dos solventes da amostra. Todas as 

amostras foram analisadas em triplicata.  

 

4.4.2 Avaliação da atividade de enzimas antioxidantes em hepatócitos humanos  

 
4.4.2.1 Obtenção do extrato enzimático bruto  
 

O método utilizado foi de Alía et al. (2006) com modificações. As células HepG2 

foram mantidas em garrafas de cultivo até atingirem aproximadamente 80% de confluência 

quando foram tripsinizadas, centrifugadas (1500 rpm por 10 min), ressuspendidas em meio 

completo e transferidas para  placas de 6cm de diâmetro, sendo a densidade inicial de 

células semeadas nas placas de 0,8x106 cel/mL. As placas foram mantidas em incubadora 

até confluência de 70 a 80%. 

Na sequência, o meio foi aspirado, as células foram lavadas com tampão fosfato (PBS 

- Phosphate-Buffered Saline pH 7,4), e iniciou-se o tratamento com as amostras de azeite, 

com período de exposição de 5 horas. Em seguida, o meio foi aspirado, as células foram 

lavadas com PBS gelado, descoladas com o auxílio de um “scraper” e coletadas em 3 mL 

de PBS gelado. O volume de suspensão celular coletado foi centrifugado (1350 rpm a 4 °C, 
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por 10 min), o sobrenadante foi descartado e, o precipitado formado resuspendido em 200 

µL de solução de tampão fosfato de potássio 50 mM pH 7,0 contendo 0,1% de Triton X-

100®. Então, as células foram sonicadas em banho de ultrassom por 5 minutos, e mantidas 

em banho de gelo até as análises. Uma alíquota foi removida para medir concentração de 

proteínas totais pelo método de Bradford (1976).  

  É importante ressaltar que houve controle de temperatura durante todo o 

procedimento, a fim de manter ao máximo a integridade das enzimas na solução final 

denominada extrato enzimático bruto.  

 
4.4.2.2 Determinação de proteínas totais pelo Método de Bradford   

 

A determinação de proteínas totais foi realizada segundo o método de Bradford 

(1976). Em um tubo eppendorf adicionou-se 78 µL de solução tampão fosfato de potássio 

50 mM pH 7,0 contendo 0,1% de Triton X-100®,  seguido de 2 µL do extrato enzimático 

bruto. A solução foi homogeneizada delicadamente por pipetagem, para não desnaturar as 

proteínas. O tubo foi mantido em banho de gelo até o momento do plaqueamento. Esta 

etapa resultou em uma diluição de 40 vezes a concentração inicial.  da amostra.  

Na placa de 96 poços, transparente, adicionou-se 10 µL do extrato enzimático bruto 

diluído e 200 µL de solução de Bradford. O branco da reação foi feito substituindo-se a 

amostra por tampão. A placa foi mantida em agitador de placa durante 5 minutos, a fim de 

manter o meio reacional homogêneo. Em seguida foi realizada leitura da absorbância a 630 

nm em leitor de placa (Microplate Reader KHB ST360). As análises foram feitas em 

triplicata.  A curva de calibração foi realizada usando uma solução padrão de albumina de 

soro bovino (Bovine Serum Albumin – BSA), nas concentrações de 0,6-0,01 mg/mL, e os 

resultados  expressos em mg de proteína por mL de amostra. As medições foram realizadas, 

no mínimo, em triplicata das amostras, e duplicata do padrão.  

 
 
4.4.2.3 Determinação da atividade da enzima Catalase (CAT)   
 

  A atividade da catalase foi determinada pelo Kit Ensaio Catalase – CAT 100 

Sigma®, cujo princípio do método baseia-se na mensuração da decomposição do peróxido 

de hidrogênio (H2O2) com o decréscimo da absorbância a 520 nm, mensurado em leitor de 
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placa (Microplate Reader KHB ST360). Uma curva padrão de H2O2 foi realizada nas 

concentrações de 0,0125-0,075 µmol/mL, as análises foram feitas em triplicata e os 

resultados expressos em µmol/min/mL.  

 
4.4.2.4 Determinação da atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) 
 
A atividade da SOD foi determinada pelo Kit Ensaio SOD Sigma®, cujo princípio do 

método baseia-se na mensuração da diminuição da cor do meio reacional ao longo tempo a 

440 nm em leitor de placa (Microplate Reader KHB ST360); a variação da cor ocorre 

devido à reação de óxido-redução entre o ânion superóxido e o sal WST-1 (sal tetrazólio 

altamente solúvel em água) gerando o produto formazan, a substância cromófora em meio 

aquoso. A absorbância é proporcional à quantidade do ânion superóxido, e a atividade da 

SOD atua como fator de inibição sobre o radical. As análises foram realizadas em triplicata, 

e os resultados foram expressos em % inibição/mg proteína.  

 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS  

 

 Os resultados foram expressos como médias e desvio padrão, e a significância 

estatística das diferenças entre os valores analisados foi medida através do Teste de Análise 

de Variância (ANOVA) seguido do Teste de Tuckey. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. Foram utilizados os softwares estatísticos SigmaPlot 11.0® e 

GraphPed Prism 5.0®.  

 

 
6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.1 Caracterização das amostras 
 

6.1.1 Caracterização do perfil de ácidos graxos 
 
A Tabela 2 apresenta o perfil de ácidos graxos das amostras analisadas.  
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Tabela 2. Perfil de ácidos graxos (% área relativa) de amostras de azeite de oliva identificadas como extra virgem 

Simbologia 
Nome usual 

      

Saturados       

C14:0 mirístico  0,039±0,003b 0,037±0,001bc 0,051±0,002a 0,032±0,003c 0,033±0,003c 

C16:0 palmítico  16,719±0,007a 13,577±0,016c 14,043±0,168b 11,840±0,011e 12,836±0,011d 

C17:0 margárico  0,087±000b 0,076±000d          0,111±0,002a 0,062±0,002e 0,082±0,001c 

C18:0 esteárico  1,817±0,028b 1,520±0,033c 2,491±0,329a 1,946±0,009b 2,814±0,030a 

C20:0 araquídico  0,390±0,006bc 0,383±0,006c 0,420±0,007a 0,398±0,004b 0,416±000a 

C22:0 behênico  0,132±0,003ab 0,155±0,019a 0,140±0,003ab 0,153±0,003a 0,123±0,007b 

C24:0lignocérico  0,064±0,003b 0,062±0,001b 0,073±0,001b 0,099±0,008a 0,107±0,001a 

Monoinsaturado       

C16:1 palmitoléico  0,133±0,001c 0,183±0,002a 0,140±0,003b 0,112±0,002d     0,114±0,003d  

C17:1 heptadecenóico  0,204±0,001b 0,209±0,002b 0,224±0,003a 0,085±000d 0,159±0,004c 

C18:1 oléico  63,580±0,063d 67,631±0,122c 67,779±0,269c 72,965±0,027a 70,449±0,862b 

C20:1 gadoléico  0,294±0,010b 0,387±0,008a 0,315±0,003b 0,394±0,002a 0,292±0,013b 

Poliinsaturado       

C18:2 linoléico  9,881±0,012a 9,579±0,068a 9,414±0,282a 7,670±0,006b 8,215±0,783b 

C18:3 linolênico  0,628±0,002c 0,828±0,006b 0,634±0,029c 1,335±0,006a 0,756±0,086b 

 

Arbequina RS Arbequina MG  Arbequina Med    Maria da Fé Gallo®
 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3).  Letras iguais na mesma linha indicam que não há diferença estatística entre as amostras 
(p <0,05).  



41 

 

A composição majoritária do azeite de oliva corresponde aos triacilgliceróis, cujo 

ácido graxo principal é o ácido oleico. Quanto ao teor de oleico a amostra Maria da Fé 

apresentou a maior concentração (72,965±0,027%) bem próxima ao valor encontrado na 

amostra referência Gallo® (70,449±0,862%). As amostras monovarietais ArbequinaMG 

(67,631±0,122%) e ArbequinaMed (67,779±0,269%) foram estatisticamente iguais entre si, 

enquanto que a ArbequinaRS (63,580±0,063%) apresentou a menor concentração de ácido 

oleico. 

Em relação aos ácidos graxos poliinsaturados, os azeites monovarietais possuem 

quantidades estatisticamente iguais de ácido linoleico, sendo superiores às demais amostras 

(Tabela 2). Ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (PUFA) tem sido relacionados 

com vários benefícios à saúde. Estudos afirmam que a inclusão de PUFAs da série 3, como o 

ácido linolênico, na dieta humana acarreta, principalmente, em redução da mortalidade em 

decorrência de doenças cardiovasculares (KUAH et al., 2015).  

Os dois principais ácidos graxos saturados do azeite de oliva são o ácido esteárico e 

palmítico. O perfil de saturados, de modo geral, foi muito parecido entre as amostras, sendo 

um pouco menor na variedade Maria da Fé (1,946±0,009% e 11,840±0,011%, 

respectivamente).  

De acordo com o Codex Alimentarius (CODEX STAN 33, 2013) há limites definidos 

de concentração dos ácidos graxos em azeites de oliva extra virgem comercializados no 

Brasil, os valores estipulados para o ácido palmítico (C16:0)  pode variar de 7,5-20,0%; para 

o ácido esteárico (C18:0) de 0,5-5,0 %; para o ácido oleico (C18:1) de 55-83%; e para o 

ácido linoleico (C18:2) de 3,5-21,0 %. Assim, os resultados encontrados nos azeites 

nacionais, bem como, nos azeites importados analisados no presente trabalho, encontram-se 

em conformidade com o estabelecido pela legislação.  

Ballus et al. (2014) caracterizaram 11 amostras de azeites de oliva extra virgem de 

caráter monovarietal produzidos no sudeste do Brasil em dois anos de safra, 2010 e 2011. 

Uma das variedades analisadas foi a Arbequina, que apresentou um percentual de ácido 

oleico de 75±1 % em 2010 e 75,7±0,1% no ano seguinte, concentrações um pouco superiores 

àquelas encontradas neste trabalho. Quanto aos ácidos graxos poliinsaturados, as 

concentrações de ácido linoleico foram de 9,6±0,1% em 2010 e 9,71±0,05% em 2011, 

valores muito próximos às Arbequinas escolhidas para atual pesquisa. Os principais ácidos 
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graxos saturados, palmítico e esteárico, apresentaram percentuais de 11±1 e 1,63±0,04%, 

respectivamente, no ano de 2010; e 9,8±0,2 e 1,69±0,05%, respectivamente, em 2011. Estes 

resultados foram semelhantes aos valores obtidos na amostra Maria da Fé, que apresentou os 

menores teores de ácidos graxos saturados dentre todas as amostras analisadas.  

Cecchi e Alfei (2013) analisaram azeites de oliva extra virgem de caráter 

monovarietal derivados de 11 cultivares diferentes de oliva da região de Marche, na Itália. 

Os autores encontraram percentual de ácido oleico variando de 71,7±3,6 a 79,8±4%, quanto 

ao ácido linoleico, o percentual mínimo encontrado foi de 4,2±0,2% e o máximo de 

9,0±0,4%. O perfil dos principais ácidos saturados variou de 11,2±0,6% a 14,7±0,7% para o 

ácido palmítico, e de 1,9±0,1% a 3,9±0,2% de ácido esteárico. Observa-se que as amostras 

brasileiras apresentam teor de ácido oleico um pouco menor em relação às diversas 

variedades de azeites italianos analisados por Cecchi e Alfei.  

Reiterando o que afirmam Reboredo-Rodríguez et al. (2014), o perfil da concentração 

de ácidos graxos saturados e insaturados de azeite pode ser influenciado por diversos fatores, 

incluindo área de produção, latitude, clima e maturação do fruto, mas principalmente pela 

variedade da oliva.  

Rondanini et al. (2014) avaliaram a composição química do azeite de oliva derivado de 

diversas variedades bem conhecidas de oliva, inclusive a Arbequina, cultivadas em três 

diferentes regiões da Argentina por duas estações consecutivas. Os resultados mostraram que o 

ácido oleico foi o mais importante ácido graxo insaturado em todas as variedades, com valores 

iniciais em torno de 70%, valor próximo ao das variedades Maria da Fé e Gallo®.  

Estudos apontam os ácidos graxos insaturados, especialmente, o ácido oleico como 

um agente protetor no desenvolvimento de doenças crônicas como diversos tipos de câncer 

(MOON, BATIREL E MANTZOROS, 2014) e doenças cardiovasculares, (PERONA et al., 

2006; SCODITTI et al., 2014). 

Fontana, Spolaore e De Laureto (2013) reforçam o papel biológico do ácido oleico na 

prevenção do desenvolvimento de neoplasias, em um estudo com o ácido oleico complexado 

à proteína do leite, a lactoalbumina, esta com a função de promover maior solubilidade do 

ácido graxo. Assim, esse lipídeo poderia exercer sua atividade apoptótica sobre as células 

tumorais, devido à desestruturação de membranas biológicas, e consequentemente, em perda 

de função celular.  
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Considerando-se o ácido graxo oleico, as três amostras de Arbequina analisadas nesta 

pesquisa são parecidas entre si, especialmente a ArbequinaMG e ArbequinaMed. Além 

disso, a variedade nacional Maria da Fé apresentou a maior concentração de ácido oleico, 

sendo até superior à amostra Gallo® .  

 

6.1.2 Determinação de pigmentos: carotenóides e clorofila totais  

Os teores de carotenoides totais e clorofila encontrados nas amostras estão descritos 

na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Conteúdo de pigmentos em azeites de oliva extra virgem expresso em mg/kg de 
amostra.  

AMOSTRA CAROTENOS TOTAIS CLOROFILA TOTAL 

  (mg β-caroteno /kg amostra) (mg feofitina a /kg amostra) 

ArbequinaRS 4,42±0,03b 23,29±0,04b 

ArbequinaMG 3,68±0,04d 19,20±0,01c 

ArbequinaMed 3,87±0,04c 16,36±0,02d 

Maria da Fé 11,59±0,07ª 36,50±1,08ª 

Gallo® 3,71±0,01d 19,12±0,11c  

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas pela mesma letra 
na coluna não diferem estatisticamente entre si (p <0,05). 

 

É interessante observar que a variedade Maria da Fé, desenvolvida pela EPAMIG, 

destacou-se em termos de pigmentos totais (11,59±0,07 mg/kg de carotenoides e 

36,50±1,08 mg/kg de clorofila), apresentando valores superiores à todas amostras testadas. 

Ainda assim, o conteúdo de carotenos nas amostras analisadas, se comparadas a outros 

óleos, não as caracterizam como fontes dietéticas importantes de carotenóides. Como por 

exemplo, o óleo da polpa de buriti, cuja concentração de carotenóides pode variar de 225 a 

1700 µg/g de óleo, predominantemente da fração β-caroteno (SILVA, 2009 e FERREIRA 

et al., 2011).  
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Pigmentos de clorofila desempenham atividade antioxidante importante para a 

estabilidade do óleo, e assim, maior shelf life, enquanto que os carotenóides exercem 

atividade biológica importante para a saúde humana. Os resultados apresentaram baixas 

concentrações de carotenóides totais nas amostras de azeite de oliva, o que sugere que estes 

compostos não tenham influenciado, de modo significativo, nos ensaios de sequestro de 

radical e de atividade enzimática.   

Pigmentos de cloroplastos, clorofila e carotenóides, são os principais responsáveis 

pela cor do azeite, variando desde amarelo esverdeado a amarelo dourado (MOTILVA e 

ROMERO, 2010).  

Bengana et al. (2013) afirmam que o grau de maturação da oliva é a chave para a 

concentração de pigmentos no azeite. Os mesmos autores realizaram a caracterização dos 

principais compostos presentes no azeite de oliva de variedade Chemlal, cujas datas de 

colheita do futro variaram de novembro de 2011 a janeiro de 2012. Os resultados 

mostraram que entre as colheitas de dezembro e janeiro houve significativo decréscimo 

(16±1 para 13±1 mg/kg) no conteúdo de clorofila nos azeites analisados. Essa redução 

durante a maturação explica-se pela transformação da clorofila (a) e clorofila (b) em 

feofitina (a) e feofitina (b), respectivamente, o que causaria a mudança na cor do azeite de 

verde para amarela. A concentração de carotenóides não mostrou diferença significativa 

entre as amostras analisadas quanto ao período de maturação da oliva.    

Cayuela et al. (2014) determinaram a concentração de pigmentos nas amostras de 

azeite de oliva (n=208) a fim de comparar diferentes técnicas espectrométricas utilizadas. 

Os resultados médios encontrados foram 17,23±15,83 mg/Kg e 11,08±7,46 mg/Kg de 

clorofila e carotenoides totais, respectivamente. Os autores concluíram que a técnica de 

determinação de pigmentos utilizando UV-VIS pode ser adequada tanto para carotenos, 

quanto para teor de clorofila total. Portanto, os resultados do presente trabalho são 

compatíveis com a literatura. Conforme abordado, os pigmentos são importantes 

indicadores de qualidade físico-química do azeite de oliva, porém, não temos 

rastreabilidade das amostras quanto às condições de cultivo e colheita, o que impossibilita 

maiores argumentos para comparação.  

 

https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&q=shelf+life&spell=1&sa=X&ei=ivwzVciIPIewggTSvYLgDg&ved=0CBoQvwUoAA
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6.1.3 Caracterização e quantificação de tocoferóis  
 

O método utilizado para análise de tocoferóis permitiu identificar a fração alfa-

tocoferol, cuja concentração foi significativa em relação à sensibilidade do método para 

todas as amostras. Os resultados estão na Tabela 4.   

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Letras diferentes indicam 
diferença estatítica significativa (p<0,05). 

 

As duas amostras com maiores teores de α-tocoferol foram as amostras brasileiras 

ArbequinaRS (379,20±0,69 mg/kg) e Maria da Fé (358,40±0,35 mg/kg). Estas superaram 

os azeites monovarietais de Minas Gerais e, inclusive, do Mediterrâneo; e ainda a 

referência Gallo®, que apresentou o menor teor de α-tocoferol (300,60±0,76 mg/kg), 

aproximadamente 20% menor em relação à ArbequinaRS.  

As concentrações de α-tocoferol encontradas neste trabalho são compatíveis com a 

literatura, como mostram os resultados de Ballus et al. (2014). Estes autores realizaram a 

caracterização de 17 azeites de oliva extra virgem monovarietais produzidos no Brasil, e 

quantificaram as frações α, β, e γ-tocoferol; os resultados descritos demonstraram que a 

concentração de α-tocoferol variou de 29 a 233 mg/kg. Assim, observa-se que as amostras 

analisadas no presente trabalho apresentaram maiores concentrações de α-tocoferol em 

relação à outras variedades brasileiras descritas por Ballus et al. (2014).  

Benito et al. (2013) caracterizaram azeites de oliva extra virgem derivados da 

variedade Arbequina originária da Espanha, no período de 2008 a 2010, cultivadas com 

rigoroso controle de oferta de água, e observaram as modificações promovidas pelo grau de 

Tabela 4. Conteúdo de α- tocoferol expresso em mg /kg de amostra.  

AMOSTRA α-tocoferol (mg/Kg amostra) 

ArbequinaRS 379,20±0,69a 

ArbequinaMG 323,70±1,50b 

ArbequinaMed 312,30±1,49bc 

Maria da Fé 358,40±0,35a 

Gallo® 300,60±0,76c 
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maturação das olivas nos azeites correspondentes. O teor de α-tocoferol mostrou-se 

diminuído nos azeites derivados das olivas com grau de amadurecimento avançado, com 

diferença significativa entre os anos e período de colheita. Os autores observaram que no 

início do processo de maturação do fruto, em 2008, uma maior concentração de α-tocoferol 

foi obtida, 496,4 mg/kg de azeite; enquanto que o menor conteúdo observado foi ao final do 

processo de maturação: 182,0 mg/kg de azeite.  Assim, os valores obtidos no presente 

trabalho poderiam sugerir que os azeites da variedade Arbequina e as marcas importadas 

são derivadas de olivas com grau intermediário de maturação, supondo-se que as condições 

de cultivo foram semelhantes.   

Os benefícios dos tocóis à saúde já estão bem estabelecidos na literatura, estes 

compostos contribuem para a integridade de membranas celulares e prevenção da 

aterogênese (TRABER et al., 2007; XU et al., 2014), atuam na prevenção de estresse 

oxidativo e apresentam potencial efeito neuroprotetor (MORRIS et al., 2015). Anwar et 

al. (2013) afirmam que o conteúdo de α-tocoferol é a fração mais abundante de tocoferol 

em azeites de oliva, cuja ingestão diária recomendada para indivíduos adultos é de 15 mg 

(IOM, 2010).  

 

6.1.4 Determinação de Fenólicos Totais  
 

A determinação de fenólicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu é amplamente 

utilizada para caracterizar as propriedades antioxidantes de diferentes amostras.  Os 

resultados experimentais para as amostras testadas apresentam-se na Tabela 5.  
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Tabela 5. Conteúdo de fenólicos totais expressos em mg de ácido gálico 
equivalente/Kg de amostra (mg AGE /kg).  

Fenólicos totais 

AMOSTRA (mg AGE /Kg) 

ArbequinaRS 168,51±0,82a 

ArbequinaMG 97,70±3,76b 

ArbequinaMed 165,64±1,41a 

Maria da Fé 89,00±1,42bc 

Gallo® 83,36±0,82c 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Letras diferentes indicam 
diferença estatística significativa (p<0,05). 

 

Observa-se que entre as amostras de variedade Arbequina, a cultivar do Rio Grande 

do Sul e do Mediterrâneo apresentaram o maior teor de fenólicos totais, cujos resultados 

foram estatisticamente iguais entre si e superiores às demais amostras analisadas.  

É interessante salientar que não houve diferença estatística significativa entre as 

amostras ArbequinaMG e Maria da Fé, variedades de oliva distintas cultivadas sob as 

mesmas condições climáticas (Minas Gerais  apresenta clima tropical) forneceram azeites 

com teores similares de compostos fenólicos totais. Em contrapartida, o cultivo de uma 

mesma variedade de oliva em regiões geográficas diferentes (ArbequinaRS e 

ArbequinaMed.), porém, com condições climáticas parecidas (Rio grande do Sul e 

Mediterrâneo apresentam clima temperado) resultou em um maior acúmulo de compostos 

fenólicos totais.  

Homapour et al. (2014) realizaram a caracterização química de três variedades de 

azeite de oliva (Zard, Rowghani, Mari) cultivadas em duas regiões diferentes do Irã.  Os 

pesquisadores puderam observar que a composição química, incluindo o conteúdo de 

fenólicos totais, variou de maneira significativa (p<0,05) em uma mesma amostra quando 

cultivada em regiões diferentes, cuja faixa de concentração de fenólicos foi de 104±4 

mg/kg e 180±3 mg/kg. Estes resultados corroboram para os valores encontrados neste 

estudo, e para a hipótese de que, além do tipo de cultivar, as condições climáticas de cultivo 



48 

 

da oliveira têm efeito importante na composição química da oliva, e consequentemente, no 

azeite produzido.   

A concentração de fenólicos totais pode variar de 67,04±33.05 mg GA/kg a de 

356,65±59,20 mg GA/kg  de acordo com a variedade e período do ano de cultivo, segundo 

estudos de Ocakoglu et al. (2009) com diferentes variedades de azeite de oliva extra 

virgem, de caráter monovarietal produzidos na Turquia. Neste sentido, os valores de 

fenólicos encontrados nas amostras analisadas estão em conformidade com a literatura, 

destacando-se a amostra brasileira ArbequinaRS, com concentrações superiores de 

fenólicos totais, e estatisticamente igual à ArbequinaMed.  

Inarejos-García et al. (2010) afirmam que os componentes minoritários de maior 

importância do azeite de oliva extra virgem são os compostos fenólicos, juntamente com os 

tocoferóis, devido às suas propriedades antioxidantes e nutracêuticas.  

Grande parte do potencial biológico dos azeites é atribuída à ação dos fenólicos. 

Segundo Segura-Carretero et al. (2010) o provável efeito destes fitoquímicos está na 

prevenção de várias doenças associadas com o estresse oxidativo, como doenças 

cardiovasculares e degenerativas, além de diversos tipos de câncer. Os autores destacam 

ainda a capacidade dos fenólicos em modular a atividade enzimática, embora este efeito 

não esteja totalmente esclarecido pelos estudiosos.  

Cicerale, Lucas e Keast (2010) abordaram em seu trabalho de revisão diversos 

estudos envolvendo humanos e animais, os quais demonstraram que os compostos fenólicos 

do azeite têm efeitos biológicos potencialmente benéficos decorrentes de atividades 

antimicrobianas, antioxidantes e antiinflamatórias.  

A fim de tentar compreender os mecanismos envolvidos na ação dos fenólicos sob o 

processo inflamatório, Camargo et al. (2014) conduziram um estudo com 49 pacientes 

portadores de Síndrome Metabólica, os quais foram divididos em grupos, em que cada 

grupo teve intervenção padronizada na dieta e suplementação de azeite de oliva, com 

diferentes teores de fenólicos, classificados em alto (398 mg/kg), médio (149 mg/kg) e 

baixo teor de fenólicos totais (70 mg/kg). 

Após coleta de sangue dos pacientes e análise do plasma, os pesquisadores puderam 

observar que o consumo de azeite de oliva virgem rico em fenólicos limitou o aumento dos 

níveis de LPS (lipopolissacarídeo), diversas proteínas de estresse inflamatório (TLR4, 
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SOCS3), ativação do fator de transcrição celular NF-kB e IL6 (interleucina 6), IL1B e a 

expressão do gene da enzima cicloxigenase 1, concluindo que os compostos fenólicos do 

azeite virgem foram capazes de reduzir a resposta inflamatória pós-prandial em associação 

com redução dos níveis de LPS no plasma.  

 

6.1.5 Análise cromatográfica de fenólicos: tirosol e hidroxitirosol 
 
 

A Tabela 6 apresenta os resultados da análise dos principais fenólicos simples 

presentes nas amostras de azeite de oliva.  

 

Tabela 6. Concentração de fenólicos tirosol e hidroxitirosol, em amostras de azeite de 
oliva, expressa em mg de fenólico /kg de amostra.  

  Fenólicos (mg /kg) 

Amostra Hidroxitirosol Tirosol 

ArbRS 1,28±0,03c 1,55±0,02e 

ArbMG 1,47±0,03c 2,05±0,04d 

ArbMed 7,02±0,47a 3,25±0,21c 

Maria da Fé 1,04±0,02c 4,35±0,05b 

Gallo® 4,53±0,08b 5,13±0,11a 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Letras diferentes indicam 
diferença estatística significativa (p<0,05).  

 

Observa-se que entre as variedades Arbequina, a amostra de origem mediterrânea 

apresentou maior concentração de hidroxitirosol, seguida da marca referência Gallo®. 

Quanto ao fenólico tirosol, a ArbequinaMed também mostrou-se superior às demais 

Arbequinas; no entanto, dentre todas as amostras, a Gallo® apresentou maior conteúdo de 

tirosol. É importante destacar que a variedade Maria da Fé, cujo conteúdo de tirosol foi 

bem próximo ao da marca referência.  

Os resultados obtidos estão em concordância com as faixas de concentração 

encontradas na literatura. Como no estudo de Franco et al. (2014), em que os autores 
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caracterizaram o perfil fenólico de diferentes variedades de azeites de oliva produzidos na 

região mediterrânea. A quantidade de tirosol encontrada variou de 1,95±0,29 a 6,25±0,58 

mg/kg de amostra, e 1,34±0,41 a 3,31±1,19 mg/kg de hidroxitirosol.  

Um estudo de Ballus et al. (2015) quantificou diversos fenólicos presentes em 

diferentes variedades de azeite de oliva virgem produzidos em duas regiões do Brasil, Sul e 

Sudeste. Os autores observaram variação na concentração de fenólicos entre as regiões, 

entre as variedades e entre o período de safra das olivas. Os valores de tirosol e 

hidroxitirosol encontrados na variedade Arbequina foi 1,2±0,1 mg/kg e 1,5±0,1 mg/kg, 

respectivamente, no azeite produzido na região Sudeste. E, na região Sul a concentração foi 

desde não quantificáveis (NQ) até 2,4±0,2 mg/kg de tirosol e 0,2±0,01 a 1,6±0,1 mg/kg de 

hidroxitirosol. Assim, observa-se que a maioria das amostras avaliadas no presente trabalho 

está em conformidade com as análises de Ballus et al. (2015). Vale destacar a variedade 

Maria da Fé, cuja concentração de tirosol mostrou-se superior às demais amostras nacionais 

e em relação à amostra mediterrânea.   

A análise de fenólicos tirosol e hidroxitirosol resultou em valores significativamente 

menores em comparação ao conteúdo de fenólicos totais das amostras analisadas, 

especialmente, em relação aos azeites brasileiros. O que levanta dois questionamentos: 1) 

Quais seriam os fenólicos mais representativos nos azeites nacionais? 2) Os azeites 

nacionais que apresentam perfil fenólico diferente apresentariam propriedades 

antioxidantes tão importantes quanto os azeites europeus?  

A literatura atribui vários efeitos benéficos à saúde pelo consumo de azeite de oliva 

extra virgem, destacando-se o papel biológico dos fenólicos tirosol e hidroxitirosol. Estes 

ácidos fenólicos são considerados os compostos mais ativos com importantes propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias (CAÑUELO et al., 2012; FORTES et al. 2013; 

CLAUDIA et al., 2014).   

Um estudo in vitro com células hepáticas primárias de ratos investigou o efeito dos 

fenólicos tirosol, hidroxitirosol e oleuropeína sobre o metabolismo lipídico dos hepatócitos. 

Os autores concluíram que estes fenólicos, especialmente o hidroxitirosol, podem promover 

uma diminuição na síntese hepática de lipídeos, efeito relacionado ao potencial 

hipolipidêmico desses compostos já reportado na literatura (PRIORE, SICULELLA E 

GNONI, 2014).  
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Mosele et al. (2014) investigaram o metabolismo da microbiota intestinal sobre 

determinados compostos fenólicos de azeite de oliva, incluindo tirosol e hidroxitirosol. Os 

autores observaram, por meio de testes in vitro, que esses compostos não foram 

metabolizados pelas bactérias do cólon intestinal, e portanto, poderiam desempenhar papel 

importante na prevenção de doenças do colón.  

Lamy et al. (2014) afirmam que o poder antioxidante de fenólicos de azeite já está 

bem caracterizado, no entanto sua atividade antiangiogênica ainda é desconhecida. Os 

autores justificam que fatores de crescimento vascular endotelial desencadeiam processos 

que regulam a angiogênese tumoral, e por isso conduziram um estudo in vitro a fim de 

investigar o efeito de determinados compostos do azeite de oliva sobre a angiogênese. 

Dentre os fenólicos analisados, o hidroxitirosol mostrou maior efeito inibitório sobre a 

síntese de vasos sanguíneos, assim como o ácido oleico, reiterando as propriedades de 

prevenção no desenvolvimento de tumores celulares malignos.  

A literatura científica internacional apresenta diversos estudos sobre fenólicos de 

azeite envolvendo os compostos tirosol e hidroxitirosol, porém, pode haver outros 

fenólicos, ainda desconhecidos, com atividade biológica importante. Neste sentido, seria 

interessante a avaliação da atividade biológica utilizando modelos de ensaio mais 

complexos, in vivo, a fim de investigar o efeito das amostras nacionais tanto em termos de 

atividade antioxidante, quanto em relação à resposta enzimática.   

 

6.2 Avaliação da atividade antioxidante por sequestro de radicais livres 
 

Pode-se afirmar que a avaliação da bioatividade de compostos naturais é complexa, e 

não existe um único ensaio ou combinação de ensaios necessariamente ideal, dada a ampla 

diversidade de compostos químicos presentes em alimentos (POWER, JAKEMAN E 

FITZGERALD, 2013). 

As principais espécies reativas de oxigênio são radical peroxil (RCOO●), ânion 

superóxido (O2
-2), peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singlete (1O2), radical hidroxil 

(HO●), e peroxinitrato (ONOO●). Os antioxidantes podem atuar através de diferentes 

mecanismos contra essas espécies químicas altamente reativas. Cada método possui 

determinada precisão e reprodutibilidade, mas em termos de capacidade antioxidante os 
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resultados podem apresentar valores consideravelmente diferentes entre um método e outro. 

Assim, devem ser realizados mais de um teste in vitro a fim de avaliar o potencial 

antioxidante de amostras de interesse considerando que os ensaios são modelos que variam 

em diferentes aspectos, o que torna difícil a comparação entre os diversos métodos 

utilizados (PÉREZ-JIMÉNEZ et al. 2008; BADARINATH et al., 2010; ALAM, BRISTI e 

RAFIQUZZAMAN, 2013; TAN e LIM; 2015). 

  

6.2.1 Avaliação da atividade antioxidante pelo método ORAC   
 
Os valores do potencial antioxidante das amostras determinados pelo ensaio ORAC 

estão descritos na Tabela 7.  

 
Tabela 7.  Equivalentes Trolox (µmol/g) e faixas de linearidade para as concentrações de 5 
a 20 mg/mL de amostra.  

Amostra Equivalente 
de Trolox 
(µmol/g) 

Faixa de 
concentração 
de amostra 
(mg/mL) 

Slope Intercept R2 

ArbequinaRS 
 

115,92±3,58a 5-15 3,3404 4,61 0,99 

ArbequinaMG 
 

110,04±7,83a 5-15 2,676 8,7502 0,98 

ArbequinaMed 
 

113,85±7,18a 5-15 2,8399 8,1955 0,99 

Maria da Fé 
 

125,60±9,59a 5-15 2,7444 9,9305 0,99 

Gallo® 115,85±18,10a 10-20 1,6337 24,577 0,99 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas pela mesma letra na 
coluna não diferem entre si (p <0,05).  

 

Alguns autores atribuem o efeito antioxidante do azeite de oliva na sua forma íntegra 

ao possível sinergismo entre os compostos bioativos presentes, e ainda, entre estes 

compostos e o sistema de emulsão em que o azeite possa estar inserido (MEDINA et al., 

2002; CASTELO-BRANCO E TORRES, 2011). Este efeito poderia explicar os resultados 

estatisticamente iguais para todas as amostras frente ao radical peroxil, apesar de os azeites 

analisados apresentarem diferenças estatísticas em sua composição química.  
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O princípio do ensaio ORAC fundamenta-se na transferência de um átomo de 

hidrogênio da substância antioxidante para o radical peroxil formado a partir da reação do 

APPH [dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)] com o oxigênio. Este método mensura a 

habilidade de sequestro de radical através da diminuição da fluorescência, e envolve o uso de 

fontes sintéticas de radicais livres, um antioxidante e uma sonda molecular oxidável (BRISTI 

E RAFIQUZZAMAN, 2013; TAN e LIM, 2015ALAM).  Este ensaio é, atualmente, a opção 

preferencial de indústrias de alimentos e do ramo farmacêutico (POWER et al., 2013), e 

permite simular, de modo mais próximo possível, a reação antioxidante em um organismo 

humano em condições ideais de pH e temperatura.  

Apesar desta preferência no uso do ORAC, trata-se de um método que utiliza solução 

aquosa nas reações e por isso exige adaptações para avaliação de óleos. Por essa razão não é 

o método mais usado para amostras oleosas, conforme a literatura. A maior parte dos 

trabalhos científicos apresenta o ORAC como método de avaliação de extratos metanólicos 

de amostras oleosas, os quais apresentam a fração hidrofílica dos óleos, e não do óleo na sua 

forma íntegra. Dessa forma, foi difícil situar nossos resultados comparando-os com a 

literatura existente.  

Alguns pesquisadores realizam a encapsulação do óleo em ciclodextrina, como os 

estudiosos Koncza e Roulle (2011). Estes autores avaliaram as propriedades biológicas das 

frações do óleo de frutos silvestres, utilizando a fração lipofílica encapsulada, a fim de 

definirem o potencial antioxidante total (ORACtotal) das amostras. Os resultados mostraram 

que o percentual de atividade antioxidante da fração hidrofílica foi significativamente 

superior para todas as amostras devido à concentração de compostos fenólicos. Os 

componentes da fração lipofílica que mais contribuíram para a atividade antioxidante foram 

o α- tocoferol, γ-tocoferol, δ-tocoferol e a luteína.  

O método padrão para amostras de caráter hidrofílico utiliza metanol como meio 

reacional, o que limita sua aplicação ao se trabalhar com amostras lipofílicas.  Os ensaios de 

ORAC para amostras de azeite, ou derivados da indústria da oliva, aplicam o método 

tradicional com metanol a partir da fração hidrofílica da amostra (ou extrato metanólico) 

contendo componentes de caráter mais polar (Sánchez et al., 2007; Uribe et al., 2014). Como 

no estudo de Hayes et al. (2011), que avaliou a atividade antioxidante de extrato de folha de 
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oliveira, dentre outras amostras, a fim de comparar diferentes métodos de sequestro de 

radical.  

Ainda que a literatura demonstre grande variação nos métodos de avaliação de 

atividade antioxidante, Power et al. (2013) afirmam que ensaios in vitro são  ferramentas de 

pesquisa importantes na avaliação da atividade antioxidante global de uma amostra quando 

usado em combinação com ensaios de biodisponibilidade e biomarcadores.  

 

6.2.2 Avaliação da atividade antioxidante pelo método DPPH  
  

Segundo a literatura, o método de sequestro de radicais livres mais utilizado para 

amostras oleosas é o DPPH em meio alcoólico (VASILESCU et al., 2015;  SEBAALY et 

al., 2015).  

Os resultados da análise de atividade antioxidante via sequestro de radical DPPH 

estão apresentados na Tabela 8.  

 

    Tabela 8. Equivalentes Trolox (µmol/g amostra) pelo método DPPH  

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas pela mesma 
letra na coluna não diferem entre si (p <0,05).  

 

Observa-se que a atividade antioxidante das amostras ArbequinaMed e ArbequinaRS 

foi superior às demais, e estatisticamente igual entre si. Enquanto que a ArbequinaMG 

apresentou a menor atividade antioxidante, equiparando-se à amostra Maria da Fé, também 

produzida em Minas Gerais, e à marca referência Gallo®.   

Amostra Equivalente Trolox (µmol/g) 

ArbequinaRS 1790,0±160,9a 

ArbequinaMG 1216,2±84,7b 

ArbequinaMed 1836,2±181,5a 

Maria da Fé 1054,6±50,1b 

Gallo® 1276,7±131,1b 
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O teste estatístico de Pearson (p<0,05) permitiu identificar uma correlação positiva 

entre o conteúdo de fenólicos totais e o potencial antioxidante para o radical DPPH à nível 

de 96% (R= 0,96), corroborando para as observações anteriores de que apesar dos baixos 

níveis de fenólicos tirosol e hidroxitirosol, o conteúdo de fenólicos totais resultou em uma 

boa atividade antioxidante, principalmente para as variedades ArbequinaRS e 

ArbequinaMed, evidenciando que os fenólicos apresentam afinidade pelo radical DPPH.  

Tan e Lim (2015) explicam que método de sequestro de radical livre DPPH segue o 

princípio de transferência de um elétron seguida da transferência de hidrogênio (método 

misto), sendo o composto oxidante o indicador de mensuração da reação. 

A forma estável do radical livre 1,10-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) é reduzida na 

presença de antioxidantes, os quais doam um átomo de hidrogênio, originando a forma 

reduzida de DPPH chamada de hidrazina, ocasionando a mudança de cor do meio reacional 

de violeta para amarelo, cuja absorbância é mensurada espectrofotometricamente (ALAM, 

BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013; TAN  e LIM; 2015). Em um estudo de revisão sobre 

métodos antioxidantes in vitro Alam, Bristi e Rafiquzzaman, (2013) afirmam que o método 

DPPH foi o ensaio mais amplamente usado pelos pesquisadores com o propósito de avaliar 

a atividade antioxidante.  

A maioria dos trabalhos disponíveis nas bases de dados utilizam extratos metanólicos 

do azeite de oliva, ou de outros óleos, a fim de testar as propriedades antioxidantes da 

fração hidrofílica do azeite (GORINSTEIN et al., 2003; BUBONJA-SON, GIACOMETTI 

e ABRAM, 2011; CZERNIAK-SZYDLOWSKA et al., 2011).  Métodos que objetivam 

estudar a capacidade antioxidante de amostras de óleo na sua forma íntegra utilizam 

solventes de caráter lipofílico como o acetato de etila ou hexano (ESPÍN, SOLER-RIVAS e 

WICHERS, 2000).   

A taxa de reação de fenólicos antioxidantes com o DPPH depende da composição do 

solvente, podendo diferir em duas ordens de grandeza para o mesmo composto fenólico 

conforme o caráter químico do meio reacional. Estudiosos explicam que reações em meio 

alcoólico são mais rápidas do que aquelas em acetato de etila, embora, este último seja 

amplamente usado em análises de potencial antioxidante de amostras apolares como óleos 

brutos (PREVC et al.; 2013). Neste trabalho realizamos o ensaio DPPH utilizando os dois 

tipos de meio reacional, acetato de etila e etanol. E, de fato os resultados obtidos em meio 
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reacional de caráter apolar foram menores e, não apresentaram boa reprodutibilidade, 

quando comparados aos resultados dos ensaios que utilizaram solvente de caráter mais 

polar. Por isso, optamos por considerar os resultados de atividade antioxidante dos azeites 

em meio etanólico.   

Prevc et al., (2013) avaliaram o potencial antioxidante de amostras de óleos não 

refinados, incluindo o azeite de oliva virgem, utilizando solventes de caráter polar e apolar. 

Os resultados mostraram que há um aumento significativo na taxa de oxidação e no número 

de elétrons trocados entre compostos fenólicos e DPPH em meio alcoólico, enquanto que 

em meio reacional com acetato de etila houve baixa e incompleta oxidação dos polifenóis. 

Os pesquisadores concluíram, então, que o potencial antioxidante de óleos vegetais brutos é 

determinado de maneira mais adequada em solvente polar, e com melhores resultados 

utilizando meio alcoólico tamponado.  
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6.3 Ensaios celulares 
 

6.3.1 Avaliação da viabilidade celular   
 

A fim de definirmos o melhor sistema de emulsificação dos azeites e faixas seguras 

de concentração, usamos um modelo celular baseado no ensaio de MTT em linhagem 

celular de epitélio intestinal (HT29), células bastante sensíveis à exposição de agentes 

citotóxicos. Os resultados de viabilidade celular frente à intervenção dos solventes testados 

estão na Tabela 9.  

 

Tabela 9. Viabilidade celular, expressa em porcentagem, da linhagem HT29 
(adenocarcionama coloretal humano) após exposição aos diferentes sistemas de 
emulsificação por 5 horas.  

Emulsificante 
Concentração de 
DMSO (µL/mL) 

Concentração de 
emulsificante 

(µL/mL) 

Viabilidade 
celular 

(%) 

Glicerol 

0,060 0,0060 84,15 ± 0,56 

0,025 0,0025 91,13 ± 2,35 

0,012 0,0012 79,55 ± 6,57 

0,006 0,0006 97,47 ± 4,22 

Tween 20 

0,060 0,0060 2,11 ± 0,11 

0,025 0,0025 12,00 ± 0,11 

0,012 0,0012 81,29 ± 1,65 

0,006 0,0006 84,27 ± 2,99 

Tween 80 

0,060 0,0060 76,37 ± 7,91 

0,025 0,0025 86,63 ± 2,32 

0,012 0,0012 85,26 ± 5,73 

0,006 0,0006  81,36 ± 11,04 
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Uma das limitações em utilizar o óleo na sua forma íntegra para análise do potencial 

biológico foi definir um eluente que permitisse sua utilização em meio aquoso. Desta 

forma, realizamos testes com dimetil sulfóxido (DMSO) e três tipos de surfactante (Tween 

20, Tween80 e glicerol) buscando estabelecer um sistema de emulsificação de baixa 

toxicidade.  

O DMSO é comumente utilizado como solvente em ensaios celulares para avaliação 

de lipossolúveis, ainda que apresente alta toxicidade. O DMSO é capaz de interagir com o 

metabolismo e membranas celulares, resultando em danos severos à integridade da célula, 

portanto, é preciso respeitar as faixas seguras de concentração desta substância, que podem 

variar em função da sensibilidade das diferentes linhagens celulares. Assim, não há 

consenso na literatura quanto à concentração ideal de DMSO que permita a condução 

segura de ensaios biológicos, embora haja diversos estudos que utilizem este solvente, seja 

como único eluente ou em solução com outras substâncias (DA VIOLANTE et al. , 2002;  

OWEN et al., 2012.; MAKINO-WAKAGI et al., 2012.; ESKANDANI et al., 2013).  

O ensaio MTT proposto por Mosmann (1983) é um método amplamente utilizado 

para avaliar a viabilidade celular e toxicidade de diferentes amostras de interesse. Em meio 

aquoso, o MTT forma uma solução de cor amarela que uma vez reduzido por 

desidrogenases e agentes redutores presentes em células metabolicamente ativas dão 

origem ao formazan, um composto insolúvel em água de cor azul-violeta. O produto 

formazan pode, então, ser extraído com solvente orgânico e estimado 

espectrofotometricamente. Afirma-se que a quantidade de formazan seja diretamente 

proporcional ao número de células viáveis.  

Os resultados obtidos indicaram que o emulsificante com maiores taxas de 

citotoxicidade foi o Tween 20, em concordância com o estudo de Eskandani et al. (2013). 

Entre o glicerol e o Tween 80, observou-se que o glicerol foi capaz de manter a viabilidade 

celular em taxas ligeiramente maiores do que o Tween 80 nas maiores concentrações 

testadas; no entanto, a estabilidade da emulsão produzida com glicerol foi muito menor do 

que a observada com Tween 80. As emulsões com Tween 80 não apresentaram sinais de 

coalescência durante 5 horas à temperatura ambiente e na geladeira (4◦C), enquanto as 
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emulsões com glicerol já se apresentavam em duas fases distintas depois de 

aproximadamente 1 hora.  

Assim, definiu-se como o sistema de emulsificação das amostras oleosas mais 

adequado para os ensaios celulares aquele formado por DMSO e Tween 80, nas proporções 

9:1 (v:v), até a concentração máxima de 0,025 µL/mL de DMSO, de acordo com a sugestão 

de segurança contra citotoxicidade de DMSO encontrada no trabalho de Violante et al. 

(2002). As amostras de azeite foram diluídas em concentrações de 0,5 a                             

3 mg/mL, e o ensaio MTT foi repetido, desta vez, em células da linhagem HepG2. A Figura 

6 apresenta o comportamento das amostras no ensaio MTT em que a viabilidade celular 

significa o percentual de células viáveis em relação ao Controle (100% de viabilidade 

celular), ou seja, as células que não receberam nenhum tratamento.  
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 Figura 6. Viabilidade celular, expressa em porcentagem, da linhagem celular HepG2 após 5 h de exposição das amostras 
nas concentrações de 0,5 a 3mg/mL.  
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Observa-se que na concentração de 3 mg/mL houve uma significativa redução de 

células viáveis, cujos valores apresentaram-se abaixo de 85% de viabilidade para todas as 

amostras, exceto as células tratadas com a ArbequinaRS, cuja viabilidade foi menor que 

75%. Foi realizado o teste de toxicidade do sistema de emulsificação sem amostra, 

denominado “solvente”, ou controle do sistema; este causou uma drástica redução de 

viabilidade celular de HepG2, menor que 10% na maior concentração testada.  

A partir da concentração de 2 mg/mL, observou-se um aumento na viabilidade celular 

de aproximadamente 90 a 100% para todas as amostras testadas, exceto o sistema controle 

de solvente, cuja viabilidade ainda foi baixa.  

Consideramos que uma variação de aproximadamente 15% em relação aos 100% de 

viabilidade no ensaio de MTT pode representar uma variação na taxa metabólica das 

células, não necessariamente sob a viabilidade celular.  Dessa forma, a única concentração 

testada que indicou perda de viabilidade celular (ou maior toxicidade) foi de 3 mg/mL. 

Sendo assim, os ensaios celulares foram conduzidos com a menor e a maior concentração 

de azeite na faixa segura para hepatócitos: 0,5 e 2 mg/mL.  

 

6.3.2 Avaliação da capacidade de modulação da atividade enzimática da 

Catalase e Superóxido Dismutase  

 

A atividade da catalase foi avaliada através da mensuração da taxa de 

desaparecimento do peróxido de hidrogênio (H2O2), um método tradicional e bem 

estabelecido como descrito por Cohen, Kim e Ogwu (1996). Estes autores descrevem duas 

técnicas que podem ser usadas para medir H2O2 por colorimetria, sendo a absorção de H2O2 

na faixa de baixa radiação ultravioleta (240nm) ou através da mensuração do H2O2 residual.  

A Figura 7 apresenta os resultados em µmol/min/mL referentes à atividade da enzima 

catalase nas concentrações de 0,5 e 2,0 mg/mL das amostras testadas.  
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Figura 7. Atividade de catalase (µmol/min/mL) nas concentrações de 0,5 e 2 mg/mL. *Letras 

iguais na mesma concentração correspondem a amostras iguais (p<0,05).  

**O Controle representa a atividade de catalase nas células não tratadas com amostras.  

 

Há uma relação concentração-resposta inversa entre a atividade enzimática da 

catalase e o aumento da concentração de azeite, uma vez que a ativação enzimática decai 

com o aumento da concentração de amostra.  

O teste Dunnet (p<0,05) apontou que na concentração de 0,5 mg/mL todas as 

amostras testadas desencadearam atividade enzimática estatisticamente diferente do Controle 

(grupo sem nenhuma intervenção de amostra), o mesmo resultado foi observado com o 

aumento da concentração para 2 mg/mL, exceto para a amostra Gallo® (7099±157 

µmol/min/mL), apresentando-se estatisticamente  igual ao grupo Controle (6926±45 

µmol/min/mL).  

Os resultados demonstram que a atividade da catalase foi significativamente elevada 

em todos os grupos, quando comparadas às células Controle na presença de óleos 

emulsificados na concentração de 0,5 mg/mL. Observou-se um incremento de 145% na 

atividade enzimática em relação ao grupo de células controle, desencadeados pelas amostras 

ArbequinaRS (16.985±1865 µmol/min/mL) e ArbequinaMed (16.939±1834 µmol/min/mL).  

Já na concentração de 2 mg/mL de azeite, observou-se uma redução na atividade 

enzimática para todas as amostras se comparadas à concentração de 0,5 mg/mL. A 
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ArbequinaMG e a Maria da Fé causaram as maiores reduções, atingindo valores de 

atividade enzimática menores até do que os observados para as células Controle.  

A superóxido dismutase (SOD) catalisa a conversão do radical superóxido em 

oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio, constituindo-se uma proteção importante 

contra produtos tóxicos da respiração celular. Compreende um grupo de três classes de 

enzimas que se caracterizam em distintas proteínas enoveladas e diferentes íons metálicos 

catalíticos: SODCu/Zn, SODMn/SODFe e SODNi (PERRY et al., 2010). 

A Figura 8 mostra os resultados obtidos quanto à atividade da enzima superóxido 

dismutase em percentual de inibição por miligrama de proteína (% inibição/mg proteína).  

 

Figura 8. Atividade de SOD (% inibição/ mg proteína)  nas concentrações de 0,5 e 2mg/mL. 

*Letras iguais na mesma concentração correspondem a amostras iguais (p<0,05). 

**O Controle representa a atividade da SOD nas células não tratadas com amostra.  

 

O teste Dunnet (p<0,05) mostrou que na concentração de 0,5 mg/mL apenas as 

amostras ArbequinaRS e Maria da Fé desencadearam resposta enzimática estatisticamente 

diferente das células Controle, cuja atividade foi 18,65 % inibição/mg proteína. Quanto a 

concentração de 2 mg/mL as amostras ArbequinaRS, ArbequinaMG e Maria da Fé 

desencadearam atividade enzimática estatisticamente diferentes das células Controle, 
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enquanto que os resultados referentes à marca Gallo® e à ArbequinaMed mostraram-se 

estatisticamente iguais ao Controle.  

Destacam-se os azeites derivados da variedade Arbequina do Rio Grande do Sul e de 

Minas Gerais, os quais causaram maior ativação enzimática da SOD na concentração de      

2 mg/mL. Na concentração de 0,5 mg/mL de amostra, os percentuais de inibição por 

miligrama de proteína foram: ArbequinaRS 24,01%, ArbequinaMG 18,66%, 

ArbequinaMed 18,86% , Maria da Fé 13,39%  e Gallo® 18,93%. Na concentração de 2 

mg/mL as amostras ArbequinaRS (36,96% inibição /mg proteína), ArbequinaMG (28,97% 

inibição /mg proteína) e Maria da Fé (20,84% inibição /mg proteína) apresentaram valores 

de atividade superiores em relação à menor concentração testada, enquanto que as amostras 

ArbequinaMed (14,51% inibição /mg proteína) e Gallo® (17,6% inibição /mg proteína) 

tiveram menor atividade quando comparadas à concentração de 0,5 mg/mL.  

Os resultados de atividade da SOD nas células hepáticas frente à intervenção com os 

azeites emulsificados demonstram que na concentração de 0,5 mg/mL as amostras, em 

geral, não causaram nenhuma modulação na atividade enzimática, apresentando valores 

similares, ou menores, aos obtidos nas células Controle. A única exceção foi a 

ArbequinaRS, que exerceu uma elevação de aproximadamente 28% sob a atividade da 

SOD, em relação ao Controle.  

Já na intervenção com as amostras na concentração de 2 mg/mL, observamos um 

aumento da atividade da SOD na ordem de 98,22%, 55,33% e 11,78% em relação ao 

Controle, causados pelas amostras ArbequinaRS, ArbequinaMG e Maria da Fé, 

respectivamente.  

Zhao et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante dos principais compostos 

bioativos produzidos pelo fungo endofítico Aspergillus fumigates, presente em leguminosas 

denominadas ervilhas selvagens. Os estudiosos trataram células HepG2 com diferentes 

extratos do fungo, destacando-se o extrato em acetato de etila, o qual promoveu um 

aumento significativo da atividade das enzimas SOD, catalase e glutationa redutase. Nesta 

mesma linha de pesquisa, Gao et al. (2012) ao estudarem as propriedades antioxidantes do 

fungo Chaetomium globosum  isolado de uma leguminosa, popularmente conhecida como 

 feijão-guandu, obtiveram resultados semelhantes, e de caráter concentração-dependente. 

Ambos, os autores defendem a teoria de que esse aumento de atividade enzimática 
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acarretaria em efeito benéfico à saúde, uma vez que implica no incremento da ação das 

enzimas contra as espécies reativas de oxigênio, e maior proteção às células contra a 

citotoxidade e genotoxicidade dessas espécies fúngicas.  

Ainda não há consenso na literatura quanto à interpretação dos ensaios de atividade 

enzimática in vitro. Estudos recentes tem avaliado o potencial antioxidante de diferentes 

amostras via ensaios de sequestro de radical e/ou medindo a atividade de enzimas 

específicas in vitro e in vivo (COLOMEU et al., 2014; KIM et al., 2015; RIBEIRO et al., 

2015).  

 Pareek et al. (2013) avaliaram as atividades antioxidante e hepatoprotetora de um 

extrato etanólico da Fagonia schweinfurthii (Hadidi) em células HepG2 de fígado de rato 

com hepatotoxidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl4). Os autores explicam que o 

Hadidi, nome comumente usado para a planta, é uma espécie presente em solos mais áridos 

e desérticos, cujo potencial terapêutico é bem documentado na literatura médica devido à 

concentração de fitoquímicos importantes, destacando-se flavonas e terpenóides 

glicosilados. Assim, os pesquisadores conduziram um ensaio com o uso de um agente 

agressor para as células, o tetracloreto de carbono, acarretando em diminuição significativa 

na atividade das enzimas SOD, catalase e glutationa reduzida no tecido hepático dos ratos. 

Já os animais tratados com o extrato de Hadidi apresentaram um aumento da atividade 

antioxidante das enzimas (SOD, CAT e GHS), indicando que os compostos bioativos dessa 

planta foram capazes de diminuir o dano oxidativo ao tecido hepático, em parte por 

estímulo da atividade das enzimas hepáticas antioxidantes. Fatores considerados positivos 

uma vez que houve uma ativação na resposta do sistema de defesa celular, como o 

observado no presente estudo in vitro para as amostras ArbequinaRS e ArbequinaMed, 

principalmente.  

Com base nestas argumentações, a maior parte dos pesquisadores tem assumido que a 

ativação das enzimas catalase e SOD representa uma atuação positiva no papel antioxidante 

da amostra testada. Consequentemente, a redução da atividade das mesmas enzimas 

indicaria uma ação deletéria de agentes citotóxicos.  

Dessa forma, nota-se que a ação das amostras sobre a atividade da catalase, na 

concentração de 0,5 mg/mL, foi muito positiva. Todas as amostras levaram ao aumento da 

atividade da catalase em relação às células Controle, com destaque para a ação dos azeites 
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ArbequinaRS, ArbequinaMG e Gallo®. A hipótese que levantamos para a observada 

redução da atividade da catalase diante das maiores concentrações de amostra se relaciona 

ao estresse celular causado pelo aumento da concentração dos agentes emulsificantes que 

acompanham o azeite nestes ensaios.  

A catalase é uma enzima antioxidante endógena amplamente distribuída no meio 

intracelular, presente no interior das organelas e no citoplasma, o que possibilitaria uma 

resposta mais amplificada desta enzima a fatores de estresse celular, como os agentes 

emulsificantes utilizados como veículo de amostra; ainda que esses fatores não tenham 

causado perda de viabilidade celular, como observado no MTT. Contudo, as amostras 

ArbequinaRS e ArbequinaMed destacaram-se na maior manutenção de atividade da 

catalase, sofrendo reduções de apenas 22,74% e 17,22%, respectivamente, após o aumento 

da concentração das amostras. Este efeito sugere que o potencial antioxidante desses azeites 

foi superior ao dos demais, sobrepujando de forma mais eficiente os efeitos deletérios dos 

emulsificantes.   

Já no caso das respostas relativas à atividade enzimática da SOD frente às amostras, 

observamos um comportamento mais resiliente na modulação da atividade desta enzima. 

Na menor concentração testada, com exceção de uma sutil ativação causada pela 

ArbequinaRS, as amostras quase não afetaram o padrão de atividade da SOD em relação às 

células Controle. Apenas quando a concentração de óleo foi aumentada para 2 mg/mL, foi 

possível observar uma elevação expressiva na atividade da SOD causada pelas amostras 

ArbequinaRS e ArbequinaMG.  

De forma geral, nos ensaios de ativação do sistema antioxidante endógeno de 

hepatócitos, dentre os azeites testados os de maior potencial biológico foram os brasileiros, 

com importante destaque para a variedade Arbequina produzida no Rio Grande do Sul, 

ArbequinaRS.  
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7. CONCLUSÃO 

  

Podemos concluir que o Brasil é um país em potencial para o desenvolvimento da 

olivicultura e produção de azeites de qualidade. De um modo geral, o azeite produzido no 

Rio Grande do Sul, a partir da cultivar Arbequina, apresentou resultados importantes em 

termos de atividade biológica quando comparados ao azeite referência de mercado Gallo®, 

e até mesmo ao de mesma variedade de origem mediterrânea e em relação à cultivar 

Arbequina de Minas Gerais, o que sugere potencial de mercado para os azeites do Sul.  

Vale destacar a significativa concentração de α-tocoferol presente na amostra 

desenvolvida em Minas Gerais, a variedade Maria da Fé, uma vez que os tocoferóis 

desempenham alta atividade biológica como vitamina E. Destacamos ainda a composição 

em fenólicos totais das amostras brasileiras, e sua correlação positiva com a resposta 

antioxidante via sequestro de radical DPPH. No entanto, não foram encontradas 

concentrações expressivas de tirosol e hidroxitirosol, destacados na literatura internacional 

como os principais fenólicos com atividade biológica, sugerindo que outros componentes 

com potencial atividade antioxidante podem estar presentes nas amostras brasileiras. É 

interessante acrescentar que a marca de azeite mais popular no mercado nacional, amostra 

Gallo®, não foi a mais ativa em termos de atividade antioxidante.   

A produção de azeite de oliva no Brasil ainda é incipiente, a monocultura de azeite no 

país encontra-se em fase de adequação, porém, considerando-se que o mercado de azeites 

de oliva é cada vez mais ascendente, é válido o incentivo e aperfeiçoamento do cultivo de 

oliva e produção de azeite no país, visto os benefícios à saúde no consumo deste produto.   

Este foi um estudo inicial de investigação do potencial biológico dos azeites 

nacionais, pesquisas futuras podem incluir um maior número de compostos bioativos, e 

utilização de diferentes métodos a fim de investigar as propriedades biológicas dos azeites, 

e levantar dados importantes de apelo comercial.    
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8. SUGESTÕES DE ESTUDOS FUTUROS 

 

- Investigar o perfil de fenólicos dos azeites brasileiros de modo a identificar os compostos 

desconhecidos.  

- Testar outras formas de emulsificação mais fisiológicas, de menor toxicidade e maior 

estabilidade.  

- Avaliar a atividade de outras enzimas importantes, como glutationa peroxidase, formas 

reduzida e oxidada.  

- Avaliar o efeito das amostras de azeite de oliva em modelos in vitro e in vivo por desafios 

de estresse oxidativo (H2O2, CCl4, luz UV).  
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