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Resumo

MOURA-RODEGHIERO, Janice. Caracterizacdo fisico-quimica e atividade
antioxidante de azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul. 2016. 80 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2016.

Dentre os 6leos vegetais comestiveis, 0 azeite de oliva (Oleaeuropaea) € um
dos mais importantes e um dos mais antigos produzidos no mundo: € o 6leo obtido a
partir do fruto da oliveira unicamente por processos mecanicos ou outros meios
fisicos. Praticamente todo azeite de oliva consumido no Brasil € importado de paises
europeus e sul-americanos, pois a producdo de azeite comercial no Brasil ainda é
recente. Apesar da producdo de azeite no Brasil ser pequena, o produto obtido tem
se destacado pela qualidade. Para que o azeite seja comercializado no Brasil, este
produto precisa estar dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo vigente. Assim
objetivou-se analisar as caracteristicas fisico-quimicas, incluindo o conteddo de
fitoquimicos e a atividade antioxidante dos azeites de oliva obtidos de diferentes
cultivares de azeitonas e regides do estado do Rio Grande do Sul. Foram analisados
azeites da safra 2012/2013, provenientes de trés cidades do Rio Grande do Sul,
sendo as cultivares Grappolo, Galega, Maurino, Pendolino e Grigman provenientes
da cidade de Bagé, as cultivares Picual, Coratina, Carboncella, Blanqueta, Mission e
Ascolana provenientes da cidade de Pelotas e ainda duas cultivares Arbosana e
Arbequina provenientes da cidade de Uruguaiana. O perfil fitoquimico foi bastante
variado entre os azeites, entretanto, o azeite de oliva da cultivar Grigman
proveniente da cidade de Bagé foi o azeite que apresentou maior conteudo de
fitoquimicos em relacdo as demais cultivares, em contrapartida o azeite da cultivar
Carboncella proveniente de Pelotas apresentou 0 menor conteudo total de
fitoquimicos. Houve diferenca estatistica em todas as andlises entre praticamente
todas as amostras avaliadas, sugerindo que o fator mais determinante no perfil
quimico do azeite é a cultivar de origem, ou ainda outros fatores como estadio de
maturacdo do fruto. Foi possivel observar que o fator genético contribuiu
significativamente sobre o perfil fitoquimico dos azeites analisados. Ainda, o
confronto dos dados obtidos com os preconizados na legislacdo, permitiu constatar
gue apenas 0 azeite de oliva da cultivar Blanqueta ndo se enquadrou dentro da
classificagdo “extra virgem”, por ter mostrado teor de acidez superior 0,8%,
classificando-se como azeite de oliva “virgem”.

Palavras-chave: fitoquimicos; cultivares; origem de producgao.



Abstract

MOURA-RODEGHIERO, J. Physicochemical characterization and antioxidant
activity of olive oil produced in Rio Grande do Sul. 2016. 80 f. Dissertation
(Master in Food Science and Technology) - Faculty of Agronomy Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas, Pelotas. 2016.

Among the edible vegetable oils, olive oil (Olea europaea) is one of the most
important and one of the oldest produced in the world: it is the oil obtained from the
fruit of the olive tree solely by mechanical or other physical means. Virtually all olive
oil consumed in Brazil is imported from European and South American countries, for
the production of commercial oil in Brazil is recent. Despite the oil production in Brazil
is small, the product obtained has stood for quality. So that the oil is marketed in
Brazil, this product must be within the standards required by law. Thus it aimed to
analyze the physical and chemical characteristics, including the content of
phytochemicals and antioxidant activity of olive oils obtained from different cultivars
of olives and regions of the state of Rio Grande do Sul. Oils were analyzed for the
2012/2013 harvest, from three cities of Rio Grande do Sul, and the Grappolo
cultivars, Galician, Maurino, Pendolino and Grigman from the city of Bage, the Picual
cultivars Coratina, Carboncella, Blanqueta, Mission and Ascolana from the city of
Pelotas and also two Arbosana cultivars and Arbequina from the city of Uruguaiana.
The phytochemical profile was quite varied among oils, however, olive oil cultivar
Grigman from the city of Bage was the olive oil with the highest content of
phytochemicals in relation to the other cultivars, however the oil cultivar Carboncella
from Pelotas presented the lowest total content of phytochemicals. There were
statistical differences in all analyzes of virtually all samples, suggesting that the most
determining factor in the chemical profile of the oil is to cultivate source, or other
factors such as the maturation stage. It was observed that the genetic factor
contributed significantly on the phytochemical profile of the analyzed oils. Still, the
comparison of data with those established in the legislation, it was established that
only the olive oil cultivar Blanqueta did not fit within the classification "extra virgin" for
showing content of more than 0.8% acidity and classified "virgin" olive oil.

Keywords: phytochemicals; cultivars; production source



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Figura 12

Lista de Figuras

Fluxograma do processo de extracdo do azeite de oliva..................
Reacdo de esterificacdo e formacao de triacilglicerol e 4gua...........
Estrutura dos Glicerofosfolipideos..........cccuvveviiiiiiiiiiiiiiiieeeee
Estrutura dos esfingolipideos. ..........uvvuiiiiiiiiiiii e
Estruturas de alguns compostos fendlicos encontrados em azeite
de oliva virgem. Identificacdo: 1) Acido Galico; 2) Acido
phidroxibenzoico; 3) Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 4) Acido
Vanilico; 5) Acido Cinamico; 6) Acido Cafeico; 7) Acido p-
cumarico; 8) Acido Ferrulico; 9) Tirosol; 10) Hidroxitirosol; 11)
Luteolina; 12) Apigenina; 13) Oleuropeina Glicosideo.....................
Estrutura quimica dos tocoferois e tocotrienois..............ccccvvvvvvennnen.
Estrutura quimica da clorofilaa e b..........cccccceecieiiii,
Estrutura quimica dos carotenoides licopena e luteina....................
Estrutura basica de um esterol — Ciclopentanoperidrofenantreno...

Estrutura quimica de alguns fitoesterois...........ccccvveeeeiiieeeeeeeeeeniein,
Perfil cromatografico dos acidos graxos que constituem o azeite
de oliva cv. Arbosana, utilizando cromatégrafo gasoso Perkin
Elmer Clarus 500, equipado com detector FID a 250°C e coluna ID
Carbowax 20M a temperatura inicial de 90°C e final de 230°C. Os
picos correspondem aos acidos: 1) Palmitico; 2)Palmitoléico; 3)
Margaroleico 4) Estearico; 5) Oleico; 6) Linoleico; 7) Linolénico; 8)
GadoleiCo 9) LIgNOCENICO......ccoeiiiiee et

Cromatograma tipico de separagao de 6-, B+y- e a- tocoferois em
azeite de oliva cv. Coratina por HPLC, utilizando coluna de fase
reversa RP-18CLS-0ODS, gradiente de
metanol:acetonitrilazisopropanol e detector de fluorescéncia,
utilizando comprimento de onda de 290 nm para excitacdo e de
330 nm para a emissdo. Os picos correspondem a: 1) d-tocoferol,

2) B+y-tocoferol e 3) a-toCoferol............cooovviiiiiiiiiieen

30
31
32
33
34
34

46



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Cromatograma tipico de separagédo do B-sitosterol em azeite de
oliva cv. Maurino, utilizando HPLC, equipado com coluna de fase
reversa RP-18CLS-ODS. A separacdo foi realizada por eluicéo

isocratica de metanol e a identificacdo por detector UV-Vis a 205

Correlagdo entre o conteddo de compostos fendlicos com a
atividade antioxidante de azeites de oliva produzidos no Rio
Grande dO SUL.....c..uuiiiiiiii
Correlagao entre o conteudo de a-tocoferol com a atividade

antioxidante de azeites de oliva produzidos no Rio Grande do

56

61



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Lista de Tabelas

Dados geograficos e climaticos das regibes de cultivo das
azeitonas Nos anos de 2012/2013..........ccooiieiieiiiieiiiii e
Parametros de qualidade dos azeites de oliva produzidos no Rio
Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regiao
A CUIIVO. ..
Percentual relativo de acidos graxos nos azeites de oliva
produzidos no Rio Grande do Sul (safra
2012/2013) ittt a e
Teor de compostos fendlicos em azeites de oliva produzidos no
Rio Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e
FEQIA0 A€ CUIIVO. ...ttt
Conteudo de pigmentos em azeites de oliva produzidos no Rio
Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regiao
(0 L= o 1) o
Conteudo de tocoferois em azeites de oliva produzidos no Rio
Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regiao
A CUIIVO. .. i
Conteudo de B-sitosterol em azeites de oliva produzidos no Rio
Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regiao
(0 L= o 0 1) o
Atividade antioxidante equivalente ao TROLOX (TEAC) pelo
método ABTS em azeites de oliva produzidos no Rio Grande do

Sul (safra 2012/2013) em func¢éo da cultivar e regido de cultivo...

36

42

47

50

51

54

57

59



Sumario

L INEFOTUGED .. 12
JZ2© ] o] = 1AV 0 PR 14
2.1 ODJEtiVO Geral ......ccooiiiiiiiiiii 14
2.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS .. ..uuiiiiiiiieiii it 14

3 ReVISA0 BibHOGIAfiCa........uueeiiiiieiiii e 15
S L ONIVEITA ..o 15
3.1.1 CUltiVares de OlIVEITAS..........uuuuuruiiiiiiiiiiiiieiiiiie bbb eaeneees 16

3.2 AZEILE AE OlIVA ..ceiiieiiiiiiiie ettt 17
3.2.1 Importancia do azeite NAa SAUAE ...........ccvvviiiiie e 18
3.2.2 Extrac8o azeite de OliVa...........ccoovieiiiiiiiiece e 19
3.2.3 TIPOS B AZEILES .uvveiie e e e 21
3.2.4 Fatores que afetam a qualidade do azeite...........ccoevvvciiiiieeeeieeeiiceeeeee 23
3.2.5 ComposiCA0 qUIMICa A0 AZEIE .......cceeieeeiiie e 24
3.2.5.1 Fragao SapoOnifiCAVEI ............eeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 24
3.2.5.2 Fragao inSaponifiCAVEl ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 28

4. MateriaisS € METOUOS ... ...t e e e e e e e e e e e nnneeeees 36
Y oY (=] T LSRR PPPPPPPPP 36
4.1.1 AZEITE dE OlIVA ...ttt 36

4.2 ANALISES ...cooiiiiiiiiiiiieee e 37
4.2.1 TEON 8 ACIHEZ ...ttt annnnne 37
4.2.2 Coeficiente de extingdo especifica Kzzz € Kozg..vuveeermuermimmiiiiiiiiiiiiiiiiininnnnnns 37
4.2.3 Perfil de ACIAOS graX0S........uiiiiiieiiieieiice et eeaans 37
4.2.4 CompPOSLOS FENOIICOS........uviiiiie e eeaaans 38
4.2.5 ClOTOFIAL ... 38

i SN OF: 1 0] (=] g (o] [0 [T I TR 39



A 2.7 TOCO CIOUS ..ot e et 39

4.2.8 FILOSTEIOIS ...ttt 40
4.2.9 Atividade antioxidante — ABTS ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 40

4.3 ANALISE ESTALISHICA ... .ueeiiiiieeeii it 41

5 ReSUIAAOS € DISCUSSDOES ......cceeieeeeee e 42
5.1 Andlises de qualidade .............cooriiiiiiiiiiie e 42
5.2 ACIHOS QIaXOS.......eeeueiieeieeeieeeeee e et ee et ee ettt e et e et et e st e e st e e e e s sae e seeeaes 45
5.3 COMPOSIOS FENOIICOS. ....uuuiiiiii et e e e e e 49
I T 0 0 T=T ] (0 PSP 51
5.5 TOCOTEIOIS ...ttt e e e e e e e e e e e 53
5.6 FILOBSIEIOIS ....eeeiieieeiiiiie ettt e e e e e e e e e 55
5.7 Atividade antioXidante ..........cooiiiiiiiiiiiiieiee e 58
5.7.1 Analise de correlaGao de PersON.........ccccuuieeieeiiiiiiiiiie e e 60

(I Of0] o) 1 1S3- Lo TP PP PO PP 64

7 Referéncias BibliografiCas .........cccooeeiiiiiiiiiii e 65



1 Introducéo

Oleos e gorduras constituem uma das trés maiores classes de nutrientes
presentes em produtos alimenticios, sendo importantes para a alimentacdo humana,
juntamente com as proteinas e os carboidratos. Entretanto, os 6leos vegetais tém
substituido a gordura animal na maioria das dietas alimentares. A mudanca,
aprovada pelos consumidores, é devido, principalmente, a seus beneficios
nutricionais (MODOLO, 2007; SILVA et al., 2015).

Dentre os 6leos vegetais comestiveis comercializados mundialmente, o azeite
de oliva (Oleaeuropaea) é um dos mais importantes e antigos produzidos no mundo.
Azeite de oliva virgem consiste no 6leo obtido a partir do fruto da oliveira unicamente
por processos mecanicos ou outros meios fisicos, que ndo alterem o 6leo, tornando-
o diferente de outros 6leos vegetais, uma vez que, normalmente, os demais Oleos
sdo extraidos com a utilizacdo de solventes e passam por etapas de refino (ALVES,
2010; GENOVESE et al.,2015).

Embora a cultura da oliveira seja nativa da bacia do Mediterraneo e os
produtores de azeitona lideres incluem paises como a Espanha, Italia, Tunisia e
Grécia, o seu consumo estd aumentando em muitas outras regides do mundo. O
crescente destaque mundial do azeite é promovido por seu perfil sensorial distinto e
altamente valorizado, bem como por suas propriedades benéficas a saude (RAMOS-
GOMES et al., 2015; RAFFO et al., 2015).

Entre os principais responsaveis pelos beneficios a salde estariam o
equilibrio entre acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados, e seu
elevado teor de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos e tocoferais,
gue também apresentam importante papel na estabilidade oxidativa dos azeites
(CRIZEL-CARDOSO, 2014; CALDAS et al., 2012).

Segundo dados do Conselho Oleicola Internacional a produgdo mundial na
safra 2014/2015 foi de aproximadamente 2,38 milhdes de toneladas de azeite. As
importacbes brasileiras de azeite somaram, de janeiro a agosto de 2015 o

equivalente a cerca de 42 mil toneladas do produto (I0C, 2015).
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Praticamente todo azeite consumido no Brasil € importado de paises
europeus e sul-americanos, pois a producdo de azeite comercial no Brasil ainda é
pequena por ser muito recente. O Brasil comecou a cultivar experimentalmente
diferentes variedades de oliveiras para determinar aquelas mais adaptaveis, com
base nos efeitos de suas condi¢cdes edafo-climaticas sobre a produtividade da
planta, tendo definido apenas nos dltimos anos algumas cultivares mais
promissoras (BALLUS et al., 2015).

Apesar da producédo de azeite no Brasil ser pequena, o produto obtido tem se
destacado pela qualidade. Em um teste realizado em novembro de 2013 pela
Associacdo Brasileira de Defesa do Consumidor (PROTESTE) entre marcas de
azeites extra virgens, envolvendo 19 produtos disponiveis no mercado nacional, o
azeite produzido no Rio Grande do Sul obteve a melhor avaliacdo (EPAMIG, 2013).

Para que o azeite seja comercializado no Brasil, precisa estar dentro dos
padrbes exigidos pela legislacdo através da Instrucdo Normativa N° 1, de 30 de
janeiro de 2012, que estabelece o “Regulamento Técnico do Azeite de Oliva e do
Oleo de Bagaco de Oliva”. O regulamento técnico tem por objetivo definir o padréo
oficial de classificacdo do azeite de oliva e do 6leo de bagaco de oliva, considerando
seus requisitos de identidade e qualidade, a amostragem, o0 modo de apresentacao
e a rotulagem, nos aspectos referentes a classificagdo do produto (SILVA et al.,
2012; BRASIL, 2012).

A qualidade dos azeites de oliva esta diretamente associada a sua
composicdo quimica, a qual depende de fatores agrondmicos, condi¢cdes edafo-
climaticos, variedade e do estado de maturacdo da azeitona, de fatores tecnolégicos
relacionados com a extracdo, como o0 meétodo e tipo de equipamentos utilizados,
bem como das condicbes de colheita, armazenamento e transporte do produto
(JORGE, 2013; DIAS, 20009).



2.1 Objetivo Geral

Analisar as caracteristicas fisico-quimicas, incluindo o conteudo de
fitoquimicos e a atividade antioxidante, dos azeites de oliva oriundos de diferentes

cultivares de azeitonas e regides do estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar os azeites das cultivares Grappolo, Galega, Maurino, Pendolino e
Grigman, provenientes da cidade de Bage; Picual, Coratina, Carboncella, Blanqueta,
Mission e Ascolana, provenientes da cidade de Pelotas; além de Arbosana e
Arbequina, provenientes da cidade de Uruguaiana.

- Determinar parametros de qualidade e perfil de acidos graxos dos azeites.

- Identificar o teor dos pigmentos (clorofila e carotenoides), vitamina E, fitoesterois e
compostos fendlicos totais nas amostras.

- Avaliar a atividade antioxidante dos azeites.

- ldentificar a existéncia de correlacdo entre alguns fitoquimicos e a atividade

antioxidante.



3 Reviséo Bibliografica

3.1 Oliveira

O cultivo de oliveiras comegou cerca de 6.000 anos. A teoria predominante
sugere que a sua domesticacdo iniciou no Mediterraneo oriental. Um relatério
conjunto de arqueologos jordanianos e franceses indicou que uma antiga vila da
Jordania (Hadeib Al-Reeh) poderia ser o local mais antigo do cultivo da oliveira no
mundo (BRAKE et al., 2014).

No Brasil, a oliveira foi introduzida ha quase dois séculos pelos imigrantes
europeus, mas sem fins comerciais. Hoje pode ser encontrada com mais frequéncia
nas regides Sul e Sudeste (Minas Gerias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul) (COUTINHO et al., 2009; EPAMIG, 2006).

Pertencente a familia botanica Oleaceae, a oliveira (Olea europaea Linné.) é
uma arvore dicotiledbnia, sendo a Unica espécie desta familia que possui frutos
comestiveis. Tipica da bacia mediterranica, bem adaptada ao clima subtropical e
temperado, requer luz de alta intensidade e solo aerado (ALVES, 2010; MELLO;
PINHEIRO, 2012; RAMALHEIRO, 2009).

A oliveira é uma arvore polimérfica, apresenta médio porte (maximo 10 m),
troncos tortuosos, formato arredondado, e folhagem persistente de coloracdo verde-
acinzentada, que varia de cor de acordo com a cultivar e geralmente apresenta
cerca de 5-6 cm de comprimento e 1-1,5 cm de largura no meio da folha, com
bordas lisas e um curto pedunculo (PIMENTEL, 2010; JESUS, 2013; SILVA, 2011a).

O fruto da oliveira, denominado azeitona, tem seu desenvolvimento
semelhante ao da maioria dos frutos com caroc¢o; que comeca com a fase do
aparecimento de botdes florais, seguido de polinizacéo, fertilizacdo, frutificacao,
desenvolvimento e amadurecimento. Embora morfologicamente a azeitona néo seja
diferente de outras frutas, sua composicdo quimica e caracteristicas sensoriais sdo
muito peculiares (QUILES et al., 2006; JESUS, 2013).
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da variedade, podendo apresentar entre 1 e 4 cm de comprimento e diametro de 0,6
a 2 cm. Possui uma sé semente e € composta de trés tecidos fundamentais:
endocarpo, que corresponde ao caro¢o, 0 mesocarpo, a polpa e o exocarpo, a pele
(RAPOPORT, 2008). O fruto contém cerca de 50% de agua, 20% de 6leo e 20% de
carboidratos (substancias pécticas, celulose e hemicelulose), além de acidos
organicos, pigmentos, compostos fendlicos e minerais (NAJAFIAN et al., 2009).

A oliveira apresenta ciclo vegetativo anual, portanto produz frutos uma vez ao
ano, sendo o periodo da maturacdo do fruto marcado pelo aparecimento das
primeiras manchas de cor violeta na epiderme da azeitona: no entanto, no estadio
final de amadurecimento a cor negra constitui a totalidade da epiderme. E da
azeitona que se obtém o valor comercial da cultura da oliveira, tanto pela obtencéo
do azeite como pela industrializacdo da azeitona de mesa, ambos com grande
importancia econémica, principalmente nos paises do mediterraneo (JESUS, 2013;
RAMALHEIRO, 2009).

3.1.1 Cultivares de oliveiras

Existem inimeras cultivares de azeitonas, as quais proporcionam diferentes
caracteristicas ao azeite. Os azeites de alta qualidade sao geralmente obtidos a
partir de misturas varietais, a fim de equilibrar os componentes de sabor e flavour,
favorecendo possibilidades ilimitadas de caracteristicas nos azeites (CALDERON,
2009a; VOSSEM, 2007b).

Cada cultivar proporciona ao azeite uma caracteristica especifica, recebe
destaque a composicdo em acidos graxos, porém a quantidade de polifenois,
compostos aromaticos, entre outros componentes, que associados a fatores como
maturacdo dos frutos e técnicas de processamento, também influenciam de
sobremaneira, gerando os tipos diferentes de azeites, cada um com suas
caracteristicas unicas de sabor e estabilidade (VOSSEN, 2007a).

E possivel dizer que nenhuma cultivar de oliveira retne todas as
caracteristicas desejaveis de cultivo e caracteristicas do produto. Entre os fatores
negativos, podem-se citar: fruto pequeno; susceptibilidade a doencas; e a elevada

resisténcia ao desprendimento da planta, que dificulta a colheita mecanizada. Estes
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aspectos representam alguns empecilhos para a difusdo das principais cultivares
(CARDOSO, 2006; JORGE, 2010).

A quantidade e qualidade de 6leo sdo altamente dependentes da cultivar. A
maioria das cultivares de oliveira apresenta teor de 6leo de 10 a 35% do seu peso
fresco em plena maturidade, entretanto cultivares com um rendimento médio de dleo
inferior a 20%, geralmente ndo sdo economicamente rentaveis para a producao de
azeite (SIBBETT; FERGUSON, 2005).

3.2 Azeite de Oliva

Obtido a partir dos frutos da oliveira, o azeite de oliva é definido como o 6leo
produzido apenas por processos mecanicos sem qualquer outro tratamento
qguimico. Uma vez que nenhum processo de refinamento esta envolvido em sua
produgéo, os valores nutricionais e sensoriais dos azeites sdo bem preservados,
pois 0s compostos minoritarios, originalmente presentes no fruto da oliveira, ficam
retidos no azeite, diferentemente de outros 6leos vegetais, em que estes compostos
sao total ou parcialmente removidos durante as diferentes etapas de refino (UNCU;
OZEN, 2015; GENOVESE et al., 2015).

Tanto a polpa como a semente da oliveira contém material lipidico, e tanto o
O0leo da semente como o da polpa do fruto da oliveira sdo semelhantes em
composi¢cao. A principal diferenca entre as denominagdes “azeite” e “6leo”, esta
relacionada a matriz e o processo de extracdo. No primeiro caso, a extracao se faz
dos frutos apenas por processos fisicos, sem refino, no segundo caso o 6leo é
extraido do bagaco com a utilizacdo de solventes e subsequente refino (CARDOSO,
2006; BRASIL, 2012).

Devido aos beneficios para a salude e as caracteristicas sensoriais, que
advém da sua composicao, o azeite de oliva, dentre os 6leos vegetais comestiveis
comercializados mundialmente, € um dos mais importantes e antigos do mundo,
sendo largamente usado nos paises que margeiam o Mediterraneo. E raro existir,
dentre os 6leos vegetais nao refinados, um “flavour” mais apreciado do que o do
azeite de oliva extra virgem ou virgem (MODOLO, 2007; CARDOSO et al., 2010).

Uma vez que o azeite € um produto natural, este possui uma composicao

quimica variavel, que é influenciada pela variedade e o grau de maturacdo das
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azeitonas, bem como as condi¢cdes agrondmicas (condigbes edafo-climaticas) e
caracteristicas tecnolégicas de producao (CARAPINHA, 2012).

3.2.1 Importancia do azeite na saude

Os beneficios para a saude do azeite de oliva tém sido positivamente
correlacionados tanto com a composi¢cdo em Acidos graxos, cComo com a presenca
de componentes minoritarios, em particular, com a elevada concentracdo de
compostos fendlicos (BECCARIA et al., 2016).

Existem evidéncias de que a dieta mediterranea esta associada com a
reducdo de doencas cardiovasculares, obesidade, sindrome metabdlica, diabetes
tipo 2 e hipertenséo. Estudos demonstraram ainda que esta dieta produz melhoras
nos fatores de risco cardiovasculares, pressao arterial, disfuncéo endotelial, estresse
oxidativo, e nos perfis antitromboticos (HU, 2003).

Estudos observacionais tém sugerido que a dieta rica em &cidos graxos
monoinsaturados tem efeito protetor contra o declinio cognitivo relacionado a idade e
doenca de Alzheimer (SCARMEAS et al., 2006; SCARMEAS et al., 2009).

Baseado em dados estatisticos observa-se que em paises onde a populacéo
adere a dieta mediterranea, como Espanha, Grécia e Itélia, tendo o azeite de oliva
como a principal fonte de gordura, as taxas de incidéncia de cancer sdo mais baixas
do que nos paises do norte da Europa, além de ocorrer maiores indices de
longevidade saudavel (TOLEDO et al., 2015).

Schroder et al. (2004) e Mendez et al. (2006) sugerem que o consumo de
qguantidades significativas de azeite de oliva com altos niveis de éacidos graxos
monoinsaturados esteja associado com a diminuicdo das taxas de obesidade.
Schwartz et al. (2008) propfe que esta taxa esteja associada ao maior efeito
saciante do azeite de oliva, devido a producdo de oleoletanolamina (mensageiro
lipidico de saciedade) ser ativada pela absorcao do acido oleico.

Ha também estudos demonstrando que ingestdo de azeite de oliva esta
associada a prevencao do diabetes. Segundo Santos et al. (2006) Martinez-
Gonzalez et al. (2008) e Picinato et al. (1998) a sensibilidade a insulina é

significativamente melhorada e esta associada com a ingestdo de uma dieta rica em
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acidos graxos monoinsaturados, principalmente em &cido oleico, em comparacao
aquelas ricas em gorduras saturadas.

Segundo Santos et al. (2012) além dos acido graxos minoinsaturados, o
azeite de oliva contém os acidos graxos polinsaturados w-6 (acido linoleico C18:2) e
w-3 (&cido linolénico C18:3). Os acidos graxos w-3 podem diminuir as
concentracdes de triglicerideos e os acidos graxos da série w-6, quando consumidos
em elevadas quantidades, podem provocar pequenas reducdes nas concentracdes

séricas de HDL.

3.2.2 Extragé&o do azeite de oliva

A producao de azeite envolve uma série de etapas que vao desde a colheita
das azeitonas até ao armazenamento do azeite, passando por transformacdes que
permitem a sua obtencdo e asseguram a qualidade do produto (FERNANDES,
2014).

Existem duas formas basicas de extracdo do azeite de oliva. O método mais
antigo e tradicional que faz uso da aplicacdo de pressao continua para a extracao do
azeite, que embora resulte em azeites de 6tima qualidade, pois suas caracteristicas
sdo preservadas, € um método que proporciona baixo rendimento. Atualmente este
método esta sendo substituido por processos modernos de extracdo, que se utilizam
de variacbes de temperatura e pressdao, ou de moagem com subsequente
centrifugacéo. Desta forma, o método tradicional de prensagem a frio quase nao se
aplica mais (MAXIMO, 2013).

O meétodo mais utilizado nas industrias baseia-se em um processo continuo

de trés fases, conforme demostrado no fluxograma a seguir (Figura 1).
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Figura 1- Fluxograma do processo de extracdo do azeite de oliva.
Fonte - Adaptado de CAMPOS, 2013.

No Brasil a colheita dos frutos inicia em marco, estendendo-se até junho,
devido a maturacdo gradual dos frutos (COUTINHO et al., 2009). De acordo com
Lima (2015) a colheita de azeitonas pode ser realizada de forma manual ou
mecanizada. Atualmente a colheita mecanizada apresenta-se como forma mais
rentavel e vantajosa.

Apés a colheita as azeitonas devem ser transportadas rapidamente até ao
local de processamento (lagar), ndo devendo permanecer por intervalos superiores a
24 horas, para evitar que os frutos sejam danificados ou que fermentem. Ao
chegarem ao lagar ocorre a selecdo das azeitonas, que é realizada de acordo com a
sua sanidade, cultivar e estado de maturacdo, de forma a ndo comprometer a
gualidade do azeite (ALVES, 2013).

Os frutos firmes e sem danos fisicos, seguem para o processo de limpeza, em
que sao retiradas as impurezas como folhas, ramos e materiais solidos.
Posteriormente sédo lavados com agua potavel para a remocdo de sujidades
encrustadas, e entdo submetidos a pesagem e encaminhados ao moinho (CAMPOS,
2013; JORGE, 2010).
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A lavagem serve para remover qualquer material estranho que possa danificar
maquinas ou contaminar o 6leo, que é realizada principalmente em azeitonas que
foram colhidas a partir do solo ou aquelas que apresentarem muitas sujidades
(VOSSEM, 2007a).

No moinho as azeitonas sao trituradas pela utilizacdo de martelos mecanicos
para que ocorra a destruicdo da estrutura do tecido do fruto promovendo a liberagéo
do oleo, sendo transformadas em uma pasta. A umidade adicional da agua de
lavagem pode causar problemas na extracao, porque se forma uma emulsdo com o
Oleo e agua (VOSSEM, 2007a).

Na etapa seguinte a pasta formada passa por um batimento lento e continuo,
com um suave aquecimento (25 a 30°C). A batedura € necesséria para uniformizar a
massa e provocar a coalescéncia de pequenas gotas de azeite em gotas maiores
que favorecem a etapa posterior de separacdo do azeite da agua (JULIO, 2015;
MAXIMO, 2013).

A extracdo do azeite, propriamente dita, pode ser feita através de decantacao
(processo mais antigo) ou por centrifugacdo da massa. O processo de centrifugacao
consiste em sujeitar a massa a um movimento de rotacdo em alta velocidade o que
provoca a separacao do azeite da agua e bagaco da azeitona. Depois de separado,
0 azeite é filtrado para retirar particulas remanescentes do processo (FERRAZ,
2009; MAXIMO, 2013).

Segundo Campos (2013) antes de ser envasado o0 azeite deveria ser
armazenado em recipientes a uma temperatura de 15 a 16°C para proporcionar a
decantacdo dos solidos resultantes do processo de extracdo, e entdo embalado a

temperatura entre 18 e 20°C.

3.2.3 Tipos de Azeites

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 1, de 30 de janeiro de 2012 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, que define padrdes
oficiais de classificagdo do azeite de oliva e do 6leo do bagaco de oliva, o azeite
pode ser classificado em varios tipos com base em parametros como matéria-prima,

processos de obtencédo, percentual de acidez e tecnologia aplicada para extracéao,
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podendo ser enquadrados em grupos, conforme classificacdo a seguir (BRASIL,
2012):

Azeite virgem de oliva: Extraido do fruto da oliveira unicamente por processos

mecanicos ou outros meios fisicos, sob controle de temperatura adequada,
mantendo-se a natureza original do produto; o azeite assim obtido pode ainda, ser
submetido aos tratamentos de lavagem, decantacdo, centrifugacédo e filtracdo; o

produto deve apresentar acidez livre de no maximo 2,0%, expressa em acido oleico.

Azeite virgem de oliva extra: Extraido do fruto da oliveira unicamente por processos

mecanicos ou outros meios fisicos, sob controle de temperatura adequada,
mantendo-se a natureza original do produto; o azeite assim obtido pode ainda, ser
submetido aos tratamentos de lavagem, decantacdo, centrifugacdo e filtracao,
porém o produto deve apresentar acidez livre de no maximo 0,8%, expressa em

acido oleico.

Azeite virgem de oliva lampante: Extraido do fruto da oliveira unicamente por

processos mecanicos ou outros meios fisicos, sob controle de temperatura
adequada, mantendo-se a natureza original do produto; o azeite assim obtido pode
ainda, ser submetido aos tratamentos de lavagem, decantacdo, centrifugacéo e
filtracdo; porém quando o produto apresentar acidez maior que 2,0%, expressa em
acido oleico. Este azeite ndo pode ser destinado diretamente a alimentacdo humana,
mas podera ser refinado para seu enquadramento no grupo azeite de oliva ou no
grupo azeite de oliva refinado, ou, ainda, destinado a outros fins que néo seja para

alimentagcdo humana.

Azeite de oliva refinado: produto proveniente de azeite de oliva do grupo azeite de

oliva virgem mediante técnicas de refino que ndo provoquem alteracdo na estrutura

gliceridica inicial, com acidez livre de no maximo 0,3%, expressa em acido oleico.

Azeite de oliva: produto constituido pela mistura de 6leo de bagaco de oliva refinado

com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva extra virgem, com acidez livre de

no maximo 1,0%, expressa em acido oleico.
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3.2.4 Fatores que afetam a qualidade do azeite

A composicdo do azeite € especifica para cada cultivar e resulta de uma
interacdo muito complexa e variada entre o potencial genotipico e os fatores
ambientais, agrondmicos e tecnolégicos (LAVEE; WODNER, 1991).

O gendtipo afeta claramente a composicdo de &cidos graxos, compostos
fendlicos e a fracdo volatil, bem como a cor do 6leo, sendo considerado a principal
fonte de diferencas sensoriais entre os azeites (ANGEROSA et al., 2004; SERVILI et
al., 2004; LOMBARDO et al., 2008). Cultivares de oliveira diferem ainda na época de
colheita, no tamanho dos frutos, relacado polpa/caroco, contetudo de 6leo, padréo de
amadurecimento, bem como na sua resposta a fatores como disponibilidade hidrica
e altas temperaturas durante o crescimento e maturacao da fruta (VOSSEM, 2005).

Fatores ambientais tais como temperaturas durante o crescimento e
maturacdo ou disponibilidade de &gua, além de exercerem influéncia sobre a
composicdo do azeite, podem influenciar no crescimento dos frutos, nos padrdes de
maturacdo e na taxa de acumulo de 6leo (INGLESE et al., 2011).

Foram reportadas mudancas na relacdo de 4&cidos graxos
saturados/insaturados em funcdo da temperatura e latitude de producéo, e ainda
reducdo progressiva do teor de polifenois no azeite, juntamente com o
amadurecimento de frutos ou com o aumento da disponibilidade de agua (VOSSEM,
2005; GARCIA-INZA et al., 2014; APARICIO; HARWOOD, 2013).

A composicdo de compostos volateis e fendlicos do azeite virgem é
fortemente afetada por reacdes enzimaticas, pela participacdo de enzimas como
polifenoloxidases, peroxidases e lipoxigenases, que ocorrem durante as diferentes
fases do processo de colheita e extracdo do azeite, e também pela temperatura,
tempo e disponibilidade de oxigénio durante a etapa de malaxacédo (SERVILI, 2013;
VOSSEM, 2005).

A oliveira € uma planta muito susceptivel ao ataque de pragas e doencas.
Estas podem diminuir consideravelmente a producédo, ou afetar a qualidade final da
azeitona que vai ser utilizada para a producao do azeite (RAMALHEIRO, 2009).

Segundo Maximo (2013) a mosca-da-azeitona é considerada a principal praga
da cultura, e a que mais pode interferir com a qualidade do azeite, esta causa a
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abertura de galerias pelas larvas, facilitando a hidrolise dos triacilglicerois com
consequente aumento da acidez e da oxidacdo dos &cidos graxos livres, originando
azeites acidos e com indices elevados de peroxidos.

Ao nivel das doencas que afetam a oliveira as mais importantes sao a gafa
(Colletotrichum spp), o olho de pavdo (Cycloconium oleaginum), a tuberculose
(Pseudomonas savastanoi) e a verticilose (Verticillium dahliae). Frutos afetados com
a gafa dao origem a azeites de alta acidez e sabor desagradavel (RAMALHEIRO,
2013; RODRIGUES et al., 2004).

3.2.5 Composicdo quimica do azeite

Do ponto de vista quimico, os componentes do azeite podem-se dividir em
duas fracOes, uma saponificavel e outra insaponificavel. A primeira fracao constitui
cerca de 97 a 99% do peso total do azeite, a qual é integrada maioritariamente por
triacilglicerois e uma pequena fracdo de di e mono glicerois e de acidos graxos livres
(CUNHA, 2007; JORGE, 2010).

A fracdo insaponificavel, embora minoritaria, € constituida por um conjunto
variado de substancias consideradas de elevada importancia, que garantem
diversas fungdes, tanto do ponto de vista nutricional como da estabilidade e
qualidade sensorial do produto. Entre estas substancias estdo a clorofila,
responsavel pela cor verde; o conteudo de carotenoides, que confere a pigmentacao
amarelada; os componentes volateis, que influenciam no odor e no sabor dos
azeites; os polifenois, responséaveis pelo sabor e estabilidade do azeite devido a sua
natureza antioxidante, além de outras substancias como &alcoois alifaticos, ceras,
hidrocarbonetos, compostos fendlicos, fitosterois e tocoferois (ALVES, 2013;
CUNHA, 2007).

3.2.5.1 Fracéo saponificavel

Acidos graxos
Os acidos graxos sao acidos carboxilicos constituidos por cadeias
hidrocarbonadas contendo entre 4 a 36 carbonos, com um grupo carboxila em uma

das extremidades. O numero de carbonos na cadeia, o tipo de ligacdo e o grau de
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insaturacdo confere a origem a diferentes tipos de acidos graxos com distintas
propriedades fisicas e quimicas (ALVES, 2010; SCHIESSEL, 2011).

Acidos graxos contendo uma ou mais ligacdes duplas na cadeia s&o
denominados de acidos graxos insaturados. Quando o acido graxo contém uma
dupla ligacdo é denominado de &cido graxo monoinsaturado e quando apresenta
duas ou mais duplas ligacdes € denominado de &cido graxo poliinsaturado. O maior
namero de duplas ligacGes os tornam quimicamente mais instaveis.

Sao denominados &acidos graxos saturados aqueles que contém apenas
ligagbes simples entre os carbonos na molécula (SCHIESSEL, 2011; MOREIRA et
al., 2002) .

Além de serem mais resistentes ao estresse oxidativo, 0os acidos graxos
monoinsaturados sdo responsaveis pela formacdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL - high density lipoproteins), que transportam uma parte importante
do colesterol dos vasos até o figado, para ser eliminado. O principal acido graxo do
azeite de oliva é o acido oleico (monoinsaturado) variando os seus teores entre 55 e
83%, conforme o tipo de azeitona que lhe deu origem (CARDOSO, 2010;
CALDERON, 2009b).

Triacilglicerois

Também conhecidos por gorduras neutras, os triacilglicerois (TAGS) séo
acidos graxos ligados ao glicerol através de ligacdes do tipo éster. A reacédo
acontece entre uma hidroxila do glicerol e o grupo COOH (carboxila) do &cido graxo
(Figura 2). A fracdo contendo o acido graxo é chamada de acila, dependendo do
namero de hidroxilas do glicerol esterificadas com acidos graxos, estes podem ser
denominados de mono, di e triacilglicerois. Os &cidos graxos presentes nos TAGs
podem ser iguais (triacilglicerois simples) ou diferentes (triacilglicerois mistos), sendo
que a maioria dos TAGs de ocorréncia natural sdo mistos contendo, portanto, dois
ou mais acidos graxos diferentes (NELSON; COX, 2002; VOET, 2000).
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Figura 2 - Reacéo de esterificacdo e formacédo de triacilglicerol e agua.
Fonte — MERCON, 2010.

Os TAGs sao moléculas hidrofobicas ndo polares, sendo portando insoliveis
em agua, isto se deve porque as hidroxilas do glicerol estao ligadas aos carboxilatos
polares dos acidos graxos. Estes compostos sdo responsaveis pela reserva de
energia nos seres vivos e sdo muito eficientes nesse papel, pois liberam maior
quantidade de energia quando oxidados do que os carboidratos e proteinas,
(NELSON; COX, 2002; SILVA; SILVA, 2010).

Fosfolipidos

Os fosfolipideos sdo componentes lipidicos principais da estrutura da
membrana celular. Caracterizam-se por serem anfifilicos, jA que a molécula possui
um lado hidrofilico e outro hidrofébico. Sua molécula é constituida de quatro tipos de
componentes: 4cidos graxos, uma plataforma na qual se prendem estes acidos,
podendo ser uma molécula de glicerol ou esfingosina, formando a fracdo apolar, e
um grupo-cabeca polar formado por moléculas de fosfato e alcool.

Os fosfolipideos podem ser classificados em: glicerofosfolipideos e
esfingolipideos (BERG, 2004; MOTTA, 2003).

Glicerofosfolipideos (também denominados de fosfoglicerideos) sao
constituidos por duas moléculas de acidos graxos unidos em ligacdo éster ao
primeiro e segundo carbono do glicerol, e um grupo polar ou carregado, ligado por
meio de ligacdo fosfodiéster ao terceiro carbono, conforme mostrado na figura 3
(NELSON; COX, 2002; BERG, 2004).
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Fonte — MOTTA, 2003.

Os esfingolipideos nédo apresentam glicerol

em sua molécula, mas

apresentam uma molécula de aminoalcool de cadeia longa (esfingosina, ou um de

seus derivados), além de uma molécula de &cido graxo de cadeia longa, e um

7

grupo-cabeca polar que é acompanhado em algumas vezes por uma ligacéo

glicosidica e outras por uma ligacao fosfodiéster (Figura 3) (NELSON; COX, 2002;

MOTTA, 2003).
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Figura 4 - Estrutura dos esfingolipideos.
Fonte — Adaptado de WIKIMEDIA, 2016.

3.2.5.2 Fragao insaponificavel

Hidrocarbonetos

Sao compostos que apresentam em sua estrutura apenas carbono e
hidrogénio, constituem de 32 a 50% da fracédo insaponificavel do azeite. O principal
hidrocarboneto presente é o esqualeno, formado por 30 carbonos, o qual constitui-se
no produto intermediario da biossintese do colesterol, sendo precursor dos
triterpenos e dos fitosterois (FERREIRA, 2014).

Alcoois alifaticos e ceras

Os alcoois graxos sdo compostos lineares saturados com mais de 16 atomos
de carbono. Os principais alcoois presentes no azeite sdo o docosanol, tetracosanol,
hexacosanol e 0 octacosanol, sendo que o conteddo destes no azeite, normalmente,
néo excede os 35 mg.100g™ de azeite (COSTA, 2012; CARAPINHA, 2012).

As ceras sdo ésteres de alcoois de longa cadeia alifatica com acidos graxos
de alto peso molecular, que contém até 58 atomos de carbono, e por isso afetam as
propriedades fisicas do azeite, como na viscosidade, densidade e no ponto de fuséo
superior a 70°C (DAMODARAN et al., 2010; COSTA, 2012).

As ceras estdo presentes na pele das azeitonas com a funcédo de evitar a

perda de 4gua. Estes compostos sdo abundantes no 6leo de bagaco de azeitona e
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em azeite lampante. A elevada acidez dos azeites faz aumentar a quantidade de
ceras, uma vez que ocorre esterificacdo de &lcoois alifaticos com acidos graxos
livres. Desta forma, este parametro pode ser usado como um critério para
diferenciacéo das varias classificacdes de azeite (COSTA, 2012; ALVES, 2013).

O teor de ceras no azeite é, normalmente, muito baixo, tendo um limite
maximo estabelecido de 350 mg.kg™® de azeite. As principais ceras detectadas no
azeite sado ésteres C-36, C-38, C-40, C-42, C-44 e C-46 (DIAS, 2009).

Compostos fendlicos

Sado importantes metabdlitos secundarios sintetizados por plantas durante o
desenvolvimento normal e em resposta a condicdes de estresse da planta. S&o
compostos que contém um grupo fenol (grupo hidroxila funcional ligado a um anel
aromatico). Os fenois vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
alguns sao soluveis somente em solventes organicos, outros séo solUveis em agua e
ha ainda aqueles que sao polimeros insolaveis (DAMODARAN et al., 2010; TAIZ,
ZEIGER, 2006).

Estes compostos encontram-se classificados em diferentes categorias, tais
como flavonoides (polifenois) e ndo-flavonoides (fenois simples ou acidos). Diversos
compostos fendlicos ja foram identificados e quantificados em azeites de oliva,
porém o tirosol, hidroxitirosol e seus derivados secoiridoides respondem por cerca
de 90% do teor total de fendlicos do azeite de oliva virgem. O hidroxitirosol &
considerado o composto fendlico com acédo antioxidante mais potente do azeite de
oliva, cuja atividade biol6gica tem estimulado pesquisas sobre o seu provavel papel
na protecéo cardiovascular (BALLUS, 2010; CARDOSO, 2006).

A figura 5 ilustra alguns dos compostos fendlicos ja encontrados em azeite de

oliva virgem.
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Derivados do Acido Benzoico Derivados do Acido Cinamico
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Figura 5 - Estruturas de alguns compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva virgem.
Identificac&do: 1) Acido Galico; 2) Acido phidroxibenzoico; 3) Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 4)
Acido Vanilico; 5) Acido Cinamico; 6) Acido Cafeico; 7) Acido p-cumaérico; 8) Acido Ferrulico;
9) Tirosol; 10) Hidroxitirosol; 11) Luteolina; 12) Apigenina; 13) Oleuropeina Glicosideo.

Fonte — BALLUS, 2010.

Segundo Tsimidou (1998) o conteudo de compostos fendlicos pode ser
afetado por varios fatores, mas geralmente varia entre 100 e 300 mg.kg™.

Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes por varias vias,
nomeadamente pela eliminacdo de radicais livres, pela absor¢cdo de radicais de
oxigénio e como quelantes de ions metélicos. Além disso, apresentam atividade
farmacoldgica, inibem a oxidacao lipidica e a proliferagdo de fungos e participam nos
processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma de varios alimentos
(SOUTINHO, 2012).

De uma forma geral, pode dizer-se que o azeite é praticamente o Unico 6leo
vegetal com quantidades apreciaveis de compostos fendlicos naturais, que lhe
confere o gosto amargo e frutado e que contribuem, em grande parte, para a sua
resisténcia & auto-oxidacdo. Sua composi¢do no azeite € bastante complexa, e sua
concentracéo varia de acordo com o estado de maturacdo, condi¢cdes climéaticas e
de armazenamento utilizado durante o processo de extracdo do azeite (ALVES,
2013; DIAS, 2009).
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Tocoferois e tocotrienois

O termo genérico “vitamina E” é uma descrigdo utilizada para designar oito
diferentes compostos, nomeados a-, B-, y- e 8- (alfa, beta, gama e delta) tocoferois e
tocotrienois. Sdo vitaminas lipossolUveis que possuem alta capacidade antioxidante,
especificamente contra a peroxidacao lipidica em membranas biologicas (GUINAZI,
2009; FOGAGCA, 2005).

Os tocoferois apresentam uma cadeia lateral saturada contendo 16 atomos de
carbono. A diferenca entre estas moléculas reside na quantidade de grupos metil
que substituem o anel aromatico cromanol. Os tocotrienois se diferenciam dos
tocoferois por possuirem uma cadeia lateral insaturada contendo 16 atomos de
carbono (Figura 6) (COIMBRA, 2010).

o< ™ R

CH; Tocotrienol

Figura 6 - Estrutura quimica dos tocoferois e tocotrienois.
Fonte - GUINAZI, 2009.

Todos os tipos de tocoferois estédo presentes no azeite de oliva, porém o mais
abundante é o a-tocoferol, que constitui cerca de 95% do total de tocoferois, €
também o que apresenta maior atividade vitaminica. A concentragdo de tocoferois
no azeite oscila entre 5 e 300 mg.kg™ de azeite, sendo depende da variedade da
azeitona e do grau de maturacao do fruto (DIAS, 2009).

Além de possuirem acdo vitaminica, os tocoferois também atuam como

agentes antioxidantes, sua atividade provém da sua capacidade de doar seus
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hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a propaga¢do da
reacao em cadeia (RAMALHO et al., 2006).

Pigmentos

A cor do azeite de oliva varia do verde ao amarelo (dourado), a qual resulta
da presenca de pigmentos como a clorofila e carotenoides. A presenca de maior ou
menor quantidade desses pigmentos depende de fatores como o grau de
amadurecimento da fruta, a cultivar, o solo, e as condi¢cfes climaticas, bem como os
procedimentos de processamento e condi¢cdes de estocagem (SILVA, 2011b).

Além de contribuir com o aspecto visual, a cor do azeite é considerada um
parametro importante de qualidade, enumerando-se como um dos atributos para
avaliar o azeite, uma vez que 0 manejo e o0 tempo de estocagem promovem
mudancas significantes no contetdo de clorofila. Sob exposicéo a luz, a degradacéo
dos pigmentos responséaveis pela cor verde causa a descoloracéo do azeite (SILVA,
2011b; JORGE, 2010).

Responsavel pela coloracdo verde, a clorofila consiste em diferentes formas,
sendo “a” e “b” (Figura 7), as mais abundantes. A clorofila a difere da clorofila b por
apresentar na posi¢ao 3 do grupo tetrapirrélico o radical - CH3 (metil) no lugar do -
CHO (aldeido). No azeite de oliva o contetudo de clorofila pode variar entre 1 a 20
ppm (BOSKOU, 1998).

H20=CH R
HaC CH,~CH; R=CH; emdorofilaa
R=CHO emdorofilab
H,C CH,
He™<n C )
HC H,
CH A0
;2 (,:'C'
CI?:D OCH;
0 CHs CHs CHs CHs
H,C - CH=C—CH,-CH,-CHy CH-CH,— CH,— CH,— CH-CH, - CH,-CH, CH
CH,

Figura 7- Estrutura quimica da clorofila a e b.
Fonte — CARVALHO E CALVETE, 2010.
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Os carotenoides sdo um dos grupos de pigmentos mais difundidos na
natureza, sendo responsaveis pela coloracdo amarelada dos azeites de oliva. Estes
compostos sdo classificados em dois grupos: os carotenos, altamente apolares,
formados apenas por carbono e hidrogénio, como o (-caroteno e o licopeno, e as
xantofilas, compostos polares como a luteina e zeaxantina, que apresentam, além
de carbono e hidrogénio, oxigénio em sua estrutura (RUTZ, 2013; HORST,
MORENO, 2009).

Carotenoides apresentam uma estrutura de cadeia longa com duplas ligacdes
entre carbonos de simetria bilateral. Os diferentes compostos sdo gerados
essencialmente por modificacbes em uma estrutura basica, especialmente com
formacdo de aneis nas extremidades e pela adicdo de atomos de oxigénio, que
fornecem as caracteristicas de cor e capacidade antioxidante (HORST; MORENO,
2009).

Os principais carotenoides presentes no azeite de oliva sdo a luteina e o -
caroteno (Figura 8). Segundo Boskou (1998) o conteudo de carotenoides do azeite

pode variar de 1 a 20 mg.kg™.

- e e N e N -
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Figura 8 - Estrutura quimica dos carotenoides licopena e luteina.
Fonte - Adaptado de CRIZEL-CARDOSO, 2014.

Fitoesterois

Sao esterois de origem vegetal, que s&o essenciais na composicao das
membranas celulares dos vegetais. Estes compostos sdo considerados fitoquimicos,
ou seja, substancias biologicamente ativas encontradas em plantas (ALMEIDA,
2009; NELSON; COX, 2002).
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Sua estrutura caracteristica possui um nucleo esteroide consistindo de quatro
aneis fundidos, sendo trés com seis carbonos e um contendo cinco carbonos,
denominada de ciclopentanoperidrofenantreno (Figura9 ). Os esterois diferem
guanto a configuracdo da cadeia lateral e ao padrdo de ligacdo ao anel esteroide,

como observado na Figura 10 (NELSON; COX, 2002; ROCHA, 2008; ALMEIDA,
2009).

HO

Figura 9 - Estrutura basica de um esterol — Ciclopentanoperidrofenantreno.
Fonte - ROCHA, 2008.

CHy

E.H,!_&. /-.Rh«)-\&/,CH,
CHy |
’d/f( CHy

.

H
“CHa

4 ZHw

i
lini

H\HA/ beta sitosts ol

H
aC

Figura 10 - Estrutura quimica de alguns fitoesterois.
Fonte - MARTINS et al., 2004.

Além de apresentarem um papel importante como constituintes da membrana,
estes compostos servem como precursores de varios produtos com atividades

bioldgicas especificas, como alguns horménios esteroidais (NELSON; COX, 2002).
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O conteudo total de esterois presentes no azeite de oliva pode variar de 1800
a 2650 mg.Kg™ do 6leo. Os principais esterois presentes sdo o B-sitosterol, o A-5-
avenasterol, o campesterol e o estigmasterol, sendo o componente predominante o
B-sitosterol, representando entre 70 e 90% da fracdo total de esterois (DIAS, 2009;
MODOLO, 2007).



4. Materiais e Métodos
4.1 Materiais

Foram utilizadas azeitonas de 13 cultivares, da safra 2012/2013, provenientes
de trés cidades do Rio Grande do Sul, sendo as cultivares Grappolo, Galega,
Maurino, Pendolino e Grigman provenientes da cidade de Bagé, as cultivares Picual,
Coratina, Carboncella, Blanqueta, Mission e Ascolana provenientes da cidade de
Pelotas e ainda duas cultivares Arbosana e Arbequina provenientes da cidade de

Uruguaiana.

Dados geograficos e climaticos das regides de cultivo das azeitonas

Tabela 1- Dados geogréficos e climaticos das regifes de cultivo das azeitonas nos anos de
2012/2013.

Precipitagdo | Temperatura

Regio Latitude/Longitude | Altitude (mm) Média (°C)
2012 | 2013 | 2012 | 2013

Bagé 31°19' 317/ 54° 06’ 25" | 212m |1416 |1508 | 18,98 | 16,63
Pelotas 31°46’ 197/2° 20’ 19” 7m 1120 |1257 | 19,29 | 17,88
Uruguaiana | 29° 46' 55"/57° 02' 18" 66 m 1738 | 1345 | 20,98 | 19,91

Fonte: AGRITEMPO, 2016.

4.1.1 Azeite de oliva

Todos os azeites de oliva provenientes das diferentes cultivares foram
extraidos pelo sistema de bancada Abencor®. Trata-se de um sistema em batelada
com trés etapas, sendo efetuado a primeira etapa a trituracdo dos frutos, utilizando
um moinho de martelo, seguida pela maceracdo da pasta de azeitona, em um
termobatedor por um periodo de 30 min em temperatura ambiente, e na ultima etapa
é efetuado a centrifugagdo da pasta, a 3500 rpm. A seguir os azeites foram filtrados,

envasados e armazenados em ultrafreezer para as analises posteriores.
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4.2 Anélises
4.2.1 Teor de acidez

Pesou-se em torno de 1,25 g de azeite em erlenmeyer no qual foi adicionado
15 mL de solucdo de éter etilico:alcool etilico (2:1, v/v), sob agitacdo. Apos foi
titulado com hidroxido de potassio 0,01 mol.L™, utilizando como indicador a
fenolftaleina 1,0 % (AOCS, 1992). Os resultados foram expressos em porcentagem

de acido oleico.

4.2.2 Coeficiente de extingcao especifica Kuzz € Koo

Foram pesados 0,25 g de azeite em baldo volumétrico de 25 mL, o qual foi
avolumado com isooctano grau HPLC. A leitura das amostras foi realizada em
espectrofotdometro Jenway 6705 UV/VIS, a 232 e 270 nm (I0OOC, 2008).

4.2.3 Perfil de acidos graxos

As amostras foram derivatizadas segundo metodologia de Hartman e Lago
(1973), que consistiu na pesagem de 30 mg de azeite em tubo de ensaio com
tampa, seguido da adicdo de 500 uL de KOH 0,1 mol.L™ em metanol, a mistura foi
mantida em banho-maria a 60 °C por 90 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1,50
mL de H,SO4 1,0 mol.L?, e manteve-se a amostra, novamente, a 60 °C por 90
minutos. Apds esfriar, acrescentou-se 4,0 mL de n-hexano grau HPLC, agitou-se
vigorosamente 0s tubos e esperou-se a separacdo das fases. Uma aliquota da fase
de n-hexano, que continha os ésteres metilicos de acidos graxos, foi colocada no
vial, para injecdo em cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Clarus 500 equipado com
detector FID e coluna ID Carbowax20 M de 0,25 um e dimensdes 30 m x 0,25 mm,
revestida com polietileno glicol.

A temperatura inicial da coluna foi de 90 °C, mantida por 1,0 minuto, com
incremento linear de 12 °C por minuto até atingir a temperatura de 160 °C, mantida
por 3,5 minutos, seguida de incremento linear de 1,2 °C por minuto até a
temperatura de 190 °C, ocorrendo entdo incremento linear de 15 °C por minuto até a
temperatura de 230 °C, que foi mantida por 15 minutos. O injetor foi mantido na
temperatura de 230 °C e o detector em 250 °C. Foi utilizado nitrogénio como gas de
arraste a 1,5 mL.min™* (ZAMBIAZI, 1997). Os &cidos graxos foram identificados pela
comparacdo com o0s tempos de retencdo dos padrdoes de ésteres metilicos dos

acidos caproico, caprilico, céaprico, caproleico, laurico, dodecenoico, miristico,
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miristoleico, palmitico, palmitoleico, margarico, heptadecenoico, estearico, oleico,
linoleico, linolénico, araquidico, gadoleico, eicosadienoico, eicosatrienoico,
tetraenoico, lignocérico e nervonico (Sigma Chemicals Co., St. Louis, EUA). Os

resultados foram expressos em percentual relativo de acidos graxos.

4.2.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram extraidos de acordo com o método descrito
por Montedoro et al. (1992), com poucas modificacdes. Pesou-se 2,50 g de azeite e
adicionou-se 2,0 mL de metanol:agua (70:30) e 2,0 mL de hexano. Agitou-se
vigorosamente por 1,0 minuto e manteve-se sob agitacédo lenta por mais 20 minutos.
Apos este periodo realizou-se a centrifugacdo da amostra a 7000 g a 4,0 °C por 10
minutos em centrifuga Eppendorf 5430R. A fase hidroalcoolica foi coletada e
novamente centrifugada a 7000 g, a 4,0 °C por 4 minutos. Posteriormente, a fase
hidroalcéolica foi coletada para baldo volumétrico de 2,0 mL e avolumada com
metanol:agua (70: 30 v/v).

A determinacdo do total de compostos fenolicos foi realizada pela reacéo
colorimétrica descrita por Gambacorta et al. (2010). Para isso adicionou-se 100 uL
do extrato hidroalc6olico em tubo de Falcon, seguido da adigdo de 100 pL de
reagente Folin—Ciocalteu 2,0 mol.L™ . Ap6s 4 minutos, acrescentou-se 800 pL de
carbonato de sodio 5,0 %, mantendo a mistura em banho-maria por 20 minutos a 40
°C. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotometro Jenway 6705 UV/VIS,
utilizando o comprimento de onda 750 nm. Para quantificacdo, foi construida curva
de concentracdo de padrdo de &cido galico, com leitura de absorbancia a 750 nm.

Os resultados foram expressos em mg. Kg™ de &cido galico.

4.2.5 Clorofila

Para a analise do total de clorofilas utilizou-se a metodologia descrita pela
AOCS (1992), a qual baseia-se na pesagem de 2,50 g de amostra, avolumada com
solucdo de isooctano:etanol (3:1) em baldo volumétrico de 10 mL. Realizou-se a
leitura em espectrofotdbmetro Jenway 6705 UV/VIS, utilizando-se os comprimentos
de onda 630, 670 e 710 nm. O conteudo total de clorofilas foi determinado pela

equacdo 1, e expresso em mg.kg™:
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Clorofilas Totais (mg.kg™?) = As7o — Aszo + Ario (eq. 1)
2
0,0964 L

Em que: Ag70 = absorbéncia obtida em 670 nm; Agzo = absorbancia obtida em
630 nm; A710 = absorbancia obtida em 710 nm e; L = comprimento da célula em cm.

4.2.6 Carotenoides

Para a analise do total de carotenoides utilizou-se a metodologia descrita por
Rodrigues-Amaya (2001), com pequenas adaptacOes. Foi pesado de 2,50 g de
amostra, que foi avolumada com solucdo de isoctano:etanol (3:1) em baldo
volumétrico de 10 mL. A leitura foi realizada em espectrofotometro Jenway 6705
UV/VIS, utilizando-se comprimento de onda 450nm. O conteudo total de

carotenoides foi determinado pela equagéo 2:

Carotenoides Totais (mg.kg™?) = Abs x V (mL) x 10° (eq. 2)
Aiem™ x 100 x P (g)

Em que: Abs = absorbancia; V = volume da solucdo (10 mL); Aiem'” =

coeficiente de absorcao (2500, equivalente ao carotenoide majoritario 3-caroteno) e;
P = peso da amostra diluido no volume V. Os resultados foram expressos em mg.kg’

! de B-caroteno.

4.2.7 Tocoferois

O meétodo para determinacgéo de tocoferois consistiu na pesagem de 150 mg
de amostra em baldo volumétrico de 5 mL, o qual foi avolumado com isopropanol
grau HPLC. Apos centrifugagao a 9000 rpm por 6 minutos, uma aliquota de 10 pL do
sobrenadante foi injetado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
Shimadzu com injetor automatico, equipado com detector de fluorescéncia,
utilizando o comprimento de onda de 290 nm para excitacdo e de 330 nm para
emissdo. A separacéo foi efetuada ao fluxo de 1 mL.min™, utilizando-se sistema de
eluicdo por gradiente, com metanol, acetonitrila e isopropanol como fases moéveis,

sendo a fase inicial de 40:50:10, respectivamente, alterando-se a proporcdo aos 10
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minutos de corrida, para 65:30:5. Retornou-se a proporcao inicial de solventes aos
12 minutos, obtendo-se um tempo total de analise de 15 minutos, segundo
metodologia descrita por Zambiazi (1997). A identificacdo dos tocoferois foi realizada
pela comparacdo entre o tempo de retencdo dos respectivos padrbes e a
quantificacdo foi efetuada pela relacdo entre a area do pico de interesse e a curva
de calibracdo, previamente construida, do respectivo padrdo (delta, gama e alfa-
tocoferol). Os resultados foram expressos em miligramas de tocoferol por 100 g de

amostra.

4.2.8 Fitosterois

A analise de fitosterois foi realizada com base no método descrito por
Zambiazi (1997), com poucas adaptacbes. Foram pesados 0,25 g de amostra em
tubo de ensaio com tampa, os quais foram saponificados com 5 mL de KOH
alcoolico 1,5 mol.L™. Agitou-se a mistura a cada 15 minutos durante 1 hora, a qual
ficou na auséncia de luz por 18 horas. ApGs este periodo, foram acrescentados 10
mL de agua destilada e 10 mL de éter etilico ao tubo de ensaio. Depois da
separacao das fases, coletou-se a fase organica para outro tubo de ensaio, em que
foi adicionado 10 mL de agua destilada. Ao tubo contendo a fase aquosa adicionou-
se 10 mL de éter etilico. As fases organicas (superiores) foram coletadas e
evaporadas com nitrogénio liquido a 40°C por 8 minutos. O residuo foi avolumado a
2 mL com metanol:etanol (1:1) grau HPLC. Uma aliquota de 20 uL foi injetada em
cromatografo HPLC-Shimadzu, utilizando elui¢cao isocratica de metanol grau HPLC,
com fluxo de 0,8 mL.min™ e detector UV-Vis, ajustado para o comprimento de onda
de 205 nm. A identificagdo dos fitosterois foi realizada pela comparagéo entre o
tempo de retencdo dos padrbes e a quantificacao foi realizada pela relagéo entre a
area do pico de interesse e a curva de calibragcdo dos respectivos padrbes. Os

resultados foram expressos em mg de fitosterois por grama de amostra.

4.2.9 Atividade antioxidante — ABTS

Determinada segundo metodologia descrita por Re et al. (1999), que consistiu
em dissolver 0,0225¢g do azeite em 10 mL de éter de petrdleo, deste extrato, pegou-
se 1 mL e adicionou-se 3 mL de solucdo de ABTS e agitou-se em vértex. Apds 6 min
sob auséncia de luz, foram realizadas as leituras em espectrofotometro (JENWAY

6705 UV/Vis.), no comprimento de onda de 734 nm.
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4.3 Anédlise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), e
comparacdo de meédias pelo teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa SAS.

A fim de avaliar uma possivel correlacdo entre atividade antioxidante e alguns
fitoquimicos foi realizada a analise estatistica de Correlacdo de Pearson utilizando o

programa SAS.



5 Resultados e Discussodes

5.1 Andlises de qualidade

Os resultados das analises de qualidade dos azeites de oliva monovarietais

de diferentes cultivares e cidades do estado do Rio Grande do Sul estao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de qualidade dos azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul
(safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regido de cultivo.

Coeficiente de extincdo especifica

Acidez
Regiao Cultivar (94 a¢. oleico) Kaznm Ka7onm
Picual 0,31+0,01h 1,56+ 0,01fg 0,05+0,02 ef
Coratina 0,31+ 0,01h 1,87+ 0,01 cd 0,169+ 0,01 ab
Carboncella 0,72+0,01b 2,02+ 0,03 b 0,07£ 0,01 e
Pelotas Blanqueta 0,92+0,01a 2,28+ 0,09 a 0,08+ 0,01 de
Mission 0,49+ 0,02 e 1,96+ 0,02 bc 0,01+ 0,01 f
Ascolana 0,47+ 0,03 ef 1,49+ 0,01 g 0,01+ 0,01 f
Grapolo 0,52+ 0,02 de 1,78+ 0,01 de 0,168+ 0,01 ab
Galega 0,40+ 0,01 g 1,67+ 0,02 ef 0,174+ 0,01 a
Bageée Maurino 0,43+0,01 fg 1,66+ 0,01 ef 0,14+ 0,01 abc
Pendolino 0,55+ 0,03 cd 2,26x 0,12 a 0,12+ 0,04 cd
Grigman 0,59+ 0,01 c 1,45+ 0,01 g 0,13+ 0,01 bc
Arbequina 0,57+ 0,02 cd 1,99+ 0,01 bc 0,140,01 abc
Uruguaiana Arbosana 0,59+0,03 ¢ 1,49+ 0,01 g 0,16+ 0,01 ab

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey(p<0,05).

Acidez

A acidez € um dos mais importantes indicadores de deterioracdo do azeite de
oliva, pois revela a quantidade de &cidos graxos livres oriundos do processo de
hidrolise dos triacilglicerois. Um elevado indice de acidez indica, portanto, que esta
ocorrendo quebra nas cadeias dos triacilglicerois do Oleo, liberando seus

constituintes principais, os acidos graxos livres, e por esse motivo, o calculo desse
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indice é de extrema importancia na avaliacdo do estado de deterioracdo do produto
(SAGLAM et al., 2014; JORGE, 2010).

Como mencionado anteriormente no item 2.2.3, com base nos valores de
acidez os azeites de oliva sdo classificados em diferentes classes. De acordo com
os resultados obtidos (Tabela 2) é possivel afirmar que, a excecdo do azeite da
cultivar Blanqueta, que apresentou valor de acidez equivalente a 0,92%
classificando-se como azeite virgem, os demais podem ser classificados na
categoria azeite extra virgem, por apresentarem valores de acidez inferiores a 0,8%
(BRASIL, 2012), sendo os valores minimo e maximo encontrados para 0s azeites
das cultivares Picual (0,31%) e Carboncella (0,71%), ambas cultivadas na cidade de
Pelotas.

Houve variacdo estatistica entre as amostras da mesma regido de cultivo,
demonstrando a ndo existéncia de uma relagéo direta entre a acidez e a origem de
cultivo da amostra avaliada, podendo esta variacdo ser atribuida a outros fatores,
como os relativos as praticas agricolas e as condicdes de obtencao do produto.

Peixoto et al. (1998) em seu estudo mencionam que varios fatores influenciam
a acidez, como grau de maturagao, acao enzimatica, qualidade da azeitona e tipo de
extracdo do azeite. Comparando os resultados obtidos de acidez do azeite da
cultivar Ascolana, neste estudo, com os resultados obtidos para o azeite da mesma
cultivar por Cardoso (2006), pode-se inferir que ha uma grande influéncia do método
de extracdo na acidez do azeite, uma vez que neste estudo foi observado um teor de
0,47% (extragdo fisica), em contrapartida no estudo de Cardoso (2006) em que o
azeite foi extraido com solventes o valor observado foi de 3,47%.

Condelli et al. (2015) ao avaliarem cinco diferentes azeites monovarietais
produzidos no Sul da Italia, observaram o valor de 0,32% de acidez para a cultivar
Coratina, valor semelhante a este foi encontrado no presente estudo (0,31%), além
disso, os autores também observaram variacdo estatistica entre as amostras
cultivadas na mesma regiao, com valores variando de 0,32 a 0,52%.

No trabalho descrito por Reboredo-Rodriguez et al. (2014) foram avaliados
quatro diferentes azeites monovarietais cultivados na mesma regidao da provincia de
Ourense na Espanha, assim como em outros trabalhos também foi observado
variagdo estatistica entre amostras de diferentes cultivares, mesmo tendo sido
cultivadas na mesma regidao. Estes autores relatam que estudos tém demonstrado

gue a area de cultivo ndo tem influéncia significativa sobre parametros relacionados
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com a qualidade do azeite; por outro lado, estes parametros tém sido afetados por
fatores, como ataques de moscas da azeitona; colheita inadequada, transporte e
armazenamento de azeitonas; além de alguns tratamentos tecnolégicos que
facilitam a hidrolise dos triacilglicerois e consequente aumento da concentracdo de

acidos graxos livres.

Coeficiente de Extingcao especifica

O exame espectrofotométrico na faixa do ultravioleta pode fornecer
indicacdes sobre a qualidade de uma substancia graxa, seu estado de conservagao
e as modificacdes provocadas pelos processos tecnologicos, pois os produtos da
auto-oxidacdo de Oleos e gorduras exibem espectros caracteristicos nessa regiao.
Os valores das absorbancias sdo expressos como coeficiente de extincdo ou
absorcao especifica (OETTERER et al., 2006).

O coeficiente de extincdo determinado a 232 nm é relacionado com a
oxidacdo priméaria do azeite, devido a conjugacao de acidos graxos polinsaturados.
Enquanto que o coeficiente a 270 nm indica a formacdo de compostos carbonilicos
(aldeidos e cetonas), estando relacionado com os produtos secundarios de
oxidacdo. Essa distincdo € interessante porque permite diferenciar os estadios de
evolucéo da oxidacédo (CRIZEL-CARDOZO, 2014; OETTERER et al., 2006).

De acordo com os resultados descritos na tabela 1 é possivel observar que 0s
maiores valores de absorcdo sdo atribuidos ao comprimento de onda de 232 nm
para todas as amostras. Entretanto, os valores obtidos em ambos comprimentos de
onda enquadram todos os azeites dentro da denominacéo “extra virgem”, de acordo
com os limites de absorcéo estipulados pela legislacdo que séo Kz3; < 2,50 e de Kz7
< 0,22 (BRASIL, 2012).

O maior valor de absorcdo UV 232 nm foi observado ao azeite da cultivar
Blanqueta (2,28), em contrapartida o menor valor foi respectivo ao azeite da cultivar
Grigman (1,45), provenientes, respectivamente, de azeitonas cultivadas nas cidades
de Pelotas e Bagé.

Os resultados de absorcao especifica em 232 nm e 270 nm, assim como 0s
resultados observados com o indice de acidez, apresentaram diferenca estatistica
significativa entre as amostras, mesmo em amostras provenientes da mesma regiao.

Em estudo semelhante Rodrigues (2015) avaliou azeites de diferentes
cultivares advindos da Serra da Mantiqueira e observou valores de extingdo Kas,
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variando de 1,30 a 1,78 e para Ky7o entre 0,13 a 0,22. Portanto, os resultados de
suas amostras também enquadraram-se dentro da legislagdo, ainda, segundo o
autor o valor de absorbancia de 0,22 para 270 nm para um azeite, evidencia que o
produto foi elaborado a partir de matéria prima de qualidade, e sob condi¢bes

adequadas de processamento.

5.2 Acidos graxos

Os &cidos graxos constituem as unidades basicas dos lipideos e sua
determinacdo é fundamental para o conhecimento do padrdao de identidade e
qualidade de um azeite, pois, assim como para outros Oleos, segue um padrao
especifico para o azeite de oliva, o qual pode apresentar altera¢des, segundo o grau
de decomposicao oxidativa ou por qualquer adulteracdo (MELLO; PINHEIRO, 2012;
CRIZEL-CARDOSO et al., 2012).

Foram detectados nove acidos graxos nas variedades de azeite Blanqueta,
Mission, Carboncella, Galega, Maurino, Arbequina e Arbosana; oito acidos graxos
nas variedades Picual, Coratina, Grappolo, Pendolino e Grigman, e apenas sete

acidos graxos na cultivar Ascolana (Figura 11).
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Figura 11- Perfil cromatografico dos &cidos graxos que constituem o azeite de oliva cv.
Arbosana, utilizando cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Clarus 500, equipado com detector
FID a 250°C e coluna ID Carbowax 20M a temperatura inicial de 90°C e final.

Dentre os &cidos identificados em todas as amostras estdo: C16- acido
palmitico, C16:1- &cido palmitoleico, C17:1- &cido margérico, C18:0- &cido estearico,
C18:1- &cido oleico, C18:2- acido linoleico, C18:3- acido linolénico, C20:1- &cido
gadoleico e C24:0- &cido lignocérico.

O principal acido graxo encontrado em todas as amostras de azeite em
termos quantitativos foi o acido oleico (C18:1), constituindo de 51,91 a 79,67% da

composicdo em acidos graxos conforme dados da tabela 3.
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Tabela 3 - Percentual relativo de acidos graxos nos azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul (safra 2012/2013)

. , Acidos Graxos

Regido Cultivar c:16  Cle:1 Cl7:1  Cl8 cigl  Cl82  C183 C20:1  C24
Picual 14,32ef 1,91abc ND 1,47 abc 75,55bc 535f 0,92bcd 0,26abc 0,20 a
Coratina 13,91ef 0,25e ND 1,43 abc  73,87bcd  9,04cdef 1,02bc 0,35a 0,12 a
Carboncella 14,77 def 2,45ab 0,13 bc  1,06cdef 72,63cde 7,34def 1,12 b 0,26abc 0,23 a
Pelotas Blanqueta 20,07 a 2,40ab 0,22ab  1,35abcd 51,91h 22,39 a 0,92bcd 0,33 ab 0,37 a
Mission 16,59bcd 2,89 a 0,12 bc 0,91ef 72,37cde 5,99ef 0,60d 0,14 c 0,38 a

Ascolana 8,87¢g 0,26 de ND 1,22bcdef 83,31 a 5,25 f 0,88bcd 0,22bc ND
Grapolo 9,22 ¢ 0,27de ND 1,30bcde 79,67ab 8,23cdef 1,00bc 0,24 abc 0,07 a
Galega 16,48bcd 2,59ab 0,29 0,98def 67,66ef 10,65cde 1,03bc 0,23bc 0,09a
Bags Maurino 13,46 f 1,32c 0,08c 1,16bcdef 75,18bc 7,33def 0,93bcd 0,26abc 0,32 a
’ Pendolino 16,55bcd 1,24cd ND 0,85f 66,68ef 12,74bc 157 a 0,22bc 0,14 a
Grigman 15,65cde 1,67 bd ND 1,09bcdef  68,35def 11,75cd 1,10 b 0,25abc 0,13 a
Arbequina 16,94bc 2,64ab 0,27ab 1,74 a 64,86fg 12,07bcd  0,81bcd 0,34ab 0,32 a
Uruguaiana Arbosana 17.98b  2,65ab  0,19ab  1,50ab  60,29g  16,66b  068cd 022bc  0,09a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
ND — Néo detectado.
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Cardoso et al. (2010), Menendez et al. (2005) e Jabeur et al (2015)
descrevem que dentre os acidos graxos presentes no azeite de oliva, o principal e
mais abundante € o &cido oleico, que possui, como principais efeitos, a reducéo do
colesterol total e LDL. Além disso, auxilia em alteracbes na membrana das plaquetas
produzindo a acao anti-trombatica.

Segundo a legislacdo vigente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2012), existem limites de tolerancia para os acidos graxos
tipicamente encontrados nos azeites de oliva, com base nos limites estabelecidos,
0s azeites das cultivares Coratina, Ascolana e Grappolo apresentaram contetdo de
acido palmitoleico (C16:1) abaixo do estipulado (0,3 a 3,5%), assim como a cultivar
Blanqueta nao atingiu o contetdo minimo de 55% para o &cido oleico, apresentando
um contetdo de 51,91%.

Em contrapartida os azeites das cultivares Coratina, Carboncella, Galega,
Pendolino e Grigmam apresentaram conteudo levemente superior ao valor
estipulado para acido linolénico (< 1%) com valores de 1,02 a 1,57%, os azeites das
cultivares Carboncella, Blanqueta, Mission, Maurino e Arbequina extrapolaram o
valor maximo estipulado para o &acido lignocérico (0,2%) com valores oscilando de
0,23 a 0,38%.

Pela Legislacdo também existem valores estipulados para os acidos miristico
(C14 < 0,05%), margérico (C17 < 0,3%), araquidico (C20 < 0,6%) e behénico (C22 <
0,2%), estes acidos ndo foram detectados nas amostras analisadas.

Cardoso et al. (2010) avaliaram o perfil de acidos graxos de azeites de oliva
de diferentes cultivares, dentre estes o da cultivar Ascolana, e assim como neste
estudo ndo conseguiram detectar o conteudo do acido margarico, e o conteudo dos
demais acidos graxos se assemelham; entretanto, estes autores identificaram os
acidos tricosanoico (C:23), nervonico (C24:1) e cervonico (C22:6).

Ao avaliar o perfil de acidos graxos de azeites provenientes da cidade de
Bagé-RS, Crizel-Cardoso et al. (2012) identificaram seis acidos graxos na amostra
da cultivar Grappolo, dentre eles os &acidos oleico, linoleico e linolénico, que
apresentaram valores levemente inferiores aos encontrados no presente estudo;
entretanto, os demais acidos graxos apresentaram conteudos superiores.

Segundo Laroussi-Mezghani e colaboradores (2015), a composi¢do de acidos
graxos oscila marcadamente com a cultivar e estadio de maturidade das azeitonas,

0 que pode justificar as diferencas encontradas nos diferentes estudos.
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Segundo Beltran et al. (2008) ao longo do processo de maturagcédo do fruto
acontecem alteracdes na composicdo dos &cidos graxos do azeite de oliva, como
exemplo o decréscimo do conteudo de acido palmitico, assim como do conjunto de
acidos graxos saturados durante o periodo de maturacdo. O acido oleico, entretanto,
apresenta uma evolucdo variavel, uma vez que pode permanecer constante ou
apresentar um leve incremento em seu conteddo durante o processo de maturagédo
da azeitona, enquanto o acido linoleico tende a aumentar seu percentual relativo ao
longo do processo de maturacéo do fruto.

Outros fatores, além dos descritos anteriormente, também sdo citados por
Boskou (1998) como influenciadores da composicdo de acidos graxos de uma
amostra para outra, como a latitude e as condicfes edafo-climéaticas do local de

plantio das oliveiras.

5.3 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos constituem uma importante classe de produtos
naturais, responsaveis por processos que evitam a auto-oxidacao e a foto-oxidacao
nas plantas, pois exercem atividade antioxidante frente aos radicais livres
produzidos durante a fotossintese (LARA-ORTEGA et al., 2016).

Para o azeite de oliva, a determinacao da fragcdo de compostos fendélicos € um
parametro que avalia a qualidade do produto no aspecto nutricional e do ponto de
vista sensorial, pois estes compostos interferem marcadamente nas caracteristicas
sensoriais de amargo e picante (MELLO; PINHEIRO, 2012).

As maiores concentracdes de compostos fendlicos foram obtidas nos azeites
provenientes das variedades Grigman e Coratina, com 156,74 e 145,50 mg acido
galico.kg™, respectivamente. Como pode ser observado na tabela 4, os valores
minimos foram observados nos azeites das cultivares Carboncella e Picual,

respectivamente de 61,81 e 65,94 mg &cido galico.kg™.
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Tabela 4 - Teor de compostos fendlicos em azeites de oliva produzidos no Rio Grande do
Sul (safra 2012/2013) em funcao da cultivar e regiao de cultivo

Regiao Compostos Fendlicos

Cultivar
(mg &cido galico.kg™)
Picual 65,94 £ 1,44
Coratina 14550+ 3,95 b
Pelotas Carboncella 61,81 + 3,27 |
Blanqueta 118,90 £3,09 d
Mission 84,42 + 1,95 fg
Ascolana 72,52 + 2,33hi
Grapolo 137,31 £ 6,23 bc
Galega 131,24 £ 2,27 ¢
Bage Maurino 101,77 £ 0,43 e
Pendolino 81,10 + 4,94 gh
Grigman 156,74 £ 2,33 a
Arbequina 77,57 £4,31 gh
Uruguaiana Arbosana 92,51 + 3,91 ef

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Tukey(p<0,05).

Os teores de compostos fendlicos encontrados neste estudo para amostras
das cultivares Arbequina e Arbosana diferem dos resultados obtidos por Huk et al.
(2014) os quais observaram contetidos de 102,30 e 104,33 mg.kg™ respectivamente,
para azeites destas cultivares provenientes de Santa Catarina.

Allalout et al. (2009) e Manai-Diebali et al. (2012) relataram valores com
variacbes de 108,27 a 236,48 e de 253 a 1400 mg.kg™, respectivamente, para
diferentes cultivares avaliadas, constatando diferencgas significativas entre cultivares,
mesmo fato observado no presente estudo.

De acordo com Dag et al. (2011), o teor de compostos fenodlicos € reduzido
durante o amadurecimento dos frutos, o que torna o azeite mais susceptivel a
oxidacdo; entretanto, se o azeite for extraido de azeitonas em estadio inicial de
amadurecimento, apresentard aspectos inaceitaveis sensorialmente, sendo
necessario definir um ponto de maturagao ideal para a extragao.

Teores discrepantes do contetdo de compostos fendlicos tém sido relatados
na literatura (de 5 a 1000 mg.kg™®) mas, os valores s&o geralmente entre 100 e 300
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mg.kg?. O cultivar, o sistema de extracdo, as condicdes de processamento,
embalagem, distribuicdo e armazenamento sao fatores criticos que podem afetar o

conteudo final de compostos fendlicos no azeite (TSIMIDOU, 1998).

5.4 Conteudo de Pigmentos

Os pigmentos presentes no azeite de oliva desempenham papel importante,
nao apenas na aparéncia, proporcionando sua cor caracteristica, mas também
desempenham papel essencial na estabilidade oxidativa do azeite. Por ser um
fotossensibilizador, a clorofila pode participar da fotoxidagdo e ocasionar a
degradacdo do azeite se exposto a luz e oxigénio (TORRECILLA et al., 2015;
CRIZEL-CARDOSO, 2014).

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados obtidos para o conteudo de

pigmentos presentes nas amostras de azeites.

Tabela 5 - Contetdo de pigmentos em azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul
(safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regido de cultivo.

Clorofila Total Carotenoides
Regiéo Cultivar (mg.kg™?) (mg B-caroteno.kg™)
Picual 0,43 + 0,03 de 3,21+ 0,01 cd
Coratina 0,31+ 0,01 ef 3,54 £ 0,09 bc
Carboncella 0,98+0,11a 3,84+£001b
Pelotas Blanqueta 0,13 +0,01fg 1,98+0,14 g
Mission 0,41 £ 0,07 de 2,63 + 0,03 ef
Ascolana 0,20+ 0,01 fg 182+0,11¢g
Grapolo 0,25+0,06 g 2,64+0,07e
Galega 0,68 £ 0,08 bc 7,88+0,13 a
Bagé Maurino 0,66 £ 0,04 bc 3,46 £ 0,05 bc
Pendolino 0,72+0,01 b 3,75+0,18 Db
Grigman 0,50 +£0,04 d 1,88+0,24¢g
Arbequina 0,55+0,05cd 2,21+ 0,18 fg
uruguaiana - arposana 0,74+ 0,06 b 2,88 + 0,27 de

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Dentre as amostras avaliadas o azeite que apresentou maior conteudo de

carotenoides foi o azeite da cultivar Galega com 7,88 mg B-caroteno.kg™®. Em
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contrapartida o azeite obtido da cultivar Ascolana apresentou o menor contetudo de
carotenoides 1,82 mg B-caroteno.kg™.

Em relacédo ao conteudo de clorofilas os azeites das cultivares Carboncella e
Blanqueta apresentaram contetido maximo e minimo de 0,98 e 0,13 mg.kg™,
respectivamente, ambos azeites provenientes da cidade de Pelotas. Moyanoet al.
(2008) ao analisarem o conteudo de pigmentos de diferentes azeites monovarietais
provenientes da Espanha, observaram que os azeites das cultivares Picual e
Arbequina apresentaram contetudo de carotenoides de 6,49 e 2,28mg [(B-caroteno.kg
! e clorofila de 6,78 e 3,05 mg.kg™ respectivamente. No presente estudo apenas o
valor de carotenoides do azeite da cultivar Arbequina (2,21 mg B-caroteno.kg™) se
assemelha aos resultados obtidos por Moyano et al. (2008), os demais dados foram
inferiores.

Entretanto, os resultados obtidos na andlise de clorofila de azeites da cultivar
Arbequina cultivadas na cidade de Pelotas, estudada por Crizel-Cardoso (2014) sao
semelhantes aos do presente estudo, com valores variando de 1,18 a 0,43 mg.kg™,
conforme ocorria 0 aumento do estadio de maturacdo dos frutos. Portanto, é
possivel supor que o azeite avaliado neste estudo foi obtido a partir de azeitonas
com estadio de maturacdo avancado.

Giuffrida et al. (2011) atribuiram as diferencas quantitativas de pigmentos
entre as amostras de azeite a diferencas varietais, devido a biossintética
caracteristica ou das vias catabodlicas e/ou diferencas geograficas. De acordo com
Matos et al. (2007), a quantidade de pigmentos € caracteristica para cada cultivar,
assim como a taxa de degradacéo destes compostos.

Sabe-se que esses pigmentos em frutos da oliveira diminuem durante a
maturagdo dos frutos, quando a sintese de pigmentos antocianicos se intensifica,
concomitantemente ocorre a transformacéo das clorofilas a e b em feofitina a e
feofitina b, devido a transformacdo estrutural causada pela remocdo do ion
magnésio das clorofilas, que é o responsavel pelo tom esverdeado, tornando a
coloragdo do azeite amarelada, portanto o méaximo conteudo de clorofilas e de
carotenoides sao encontrados nos azeites extraidos de frutos verdes (GIUFFRIDA et
al., 2007; GIUFFRIDA et al.,2011).

Ambas as andlises ndo apresentaram relacdo entre o conteido de pigmentos
com a area de cultivo, ja que houve diferenca significativa entre amostras, tanto em

funcao da cultivar quanto da regido de cultivo.
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5.5 Tocoferois

Na separacdo cromatografica observou-se trés picos distintos (Figura 12),
correspondentes aos componentes dos tocoferois. Os tocoferois foram identificados
por comparacao dos tempos de retengcdo com os padrdes, onde identificou-se o 0-,
B+y- e a-tocoferol, correspondentes aos picos 1, 2 e 3 respectivamente.

Nas condi¢cdes aplicadas neste estudo o B-tocoferol ndo se separou de seu
isbmero, o y-tocoferol, e portanto, o pico 2 corresponde ao conteudo do B- e y-
tocoferol. O gama e o beta tocoferol eluem com o mesmo tempo de retencéo, devido
a utilizacdo de coluna de fase reversa, a qual ndo permite a separacdo destes
isdbmeros (CRIZEL-CARDOSO, 2014).
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Figura 12 - Cromatograma tipico de separagao de 6-, B+y- e a- tocoferois em azeite de oliva
cv. Coratina por HPLC, utilizando coluna de fase reversa RP-18CLS-ODS, gradiente de
metanol:acetonitrilazisopropanol e detector de fluorescéncia, utilizando comprimento de onda
de 290 nm para excitacao e de 330 nm para a emissdo. Os picos correspondem a: 1) &-
tocoferol; 2) B+y-tocoferol e 3) a-tocoferol.

Os maiores contetudos de tocoferois encontrados correspondem ao alfa
tocoferol, com valores entre 49,10 e 20,44 mg.100g™para as cultivares Mission e

Ascolana, respectivamente, ambas provenientes da cidade de Pelotas, no geral
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houve pouca variacao estatistica do conteudo de a-tocoferdis entre as amostras. Em
contrapartida para os dados referentes ao 6- e +y- tocoferol houve grande variagcéo

estatistica entre as amostras, dados demonstrados na tabela 6.

Tabela 6- Contetido de tocoferois em azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul
(safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regido de cultivo.

Regido  Cultivar

Tocoferois (mg.100g-1)

0- tocoferol B+y- tocoferol a- tocoferol
Picual 0,25 +0,01 a 294+0,02a 33,38+0,05abc
Coratina 0,28+0,01 a 2,60+0,04 c 43,10 £ 0,77 ab
Carboncella 0,15 £+ 0,01 bcd 2,98 +0,01a 29,43 £ 0,01 bc
Pelotas Blanqueta 0,19+£0,05b 1,16 £0,04g 37,47 £0,09 abc
Mission 0,25+0,01 a 2,83+0,05b 49,10+ 1,69 a
Ascolana 0,11+0,01e 1,15+ 0,04 g 20,44 +0,40c
Grapolo 0,12 £ 0,01 de 152+0,01e 38,04 + 0,03 ab
Galega 0,17 £ 0,01 bc 2,14+£0,01d 48,61 + 0,26 a
Bageé Maurino 0,12 £ 0,01 de 1,35+£0,02f 34,42 +£0,83 abc
Pendolino 0,14 £ 0,01cde 151+0,01e 46,34 +£0,21 abc
Grigman 0,14 + 0,01 cde 1,50+£0,02e 42,31+ 0,41 ab
Arbequina 0,24 +0,01 a 0,63+0,01i 27,14 + 0,10 bc
uruguaiana - »osana 012+001de  094+004h  46,79+399a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey(p<0,05).

Resultados semelhantes foram obtidos por Ballus et al. (2014) ao estudarem
azeites de diferentes cultivares, eles observaram que o a-tocoferol foi o tocoferol
majoritario, sendo este o principal composto de tocoferol encontrado nos azeites de
oliva.

Nos azeites estudados, o teor de tocoferol pode ter sido dependente da
variedade da azeitona, assim como previamente relatado por Arslan e Schreiner
(2012), Salvador et al. (2001) e Condelli et al. (2015).

No entanto, segundo outros autores como Baccouri et al. (2008) e Crizel-
Cardoso (2014) a variacdo do conteudo de tocoferois pode ser sugerida por
diferencas no grau de maturacdo dos frutos, uma vez que o contedudo destes
compostos apresentam tendéncia a durante o

reducao processo de

amadurecimento.
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Estudos relataram diferentes conteddos de a-tocoferol em azeites
monovarietais em funcdo da cultivar 13,2-26,1 mg.lOOg'l(Matos et al.,2007), 19,37-
34,97 mg.100g*(Salvador et al.,2001), 24-48mg.100g™ (Dabbou et al., 2009), 14,19-
34,30 mg.100g™ (Arslan e Schreiner, 2012), 9,8-37 mg.100g™ (Psomiadou et al.,
2000), demonstrando que os conteudos de a- tocoferol obtidos neste estudo, de um
modo geral, sdo similares aos dados relatados por outros autores.

5.6 Fitoesterois

Fitoesterois sdo componentes importantes do azeite presentes na fracao
insaponificavel. Estudos demonstraram que o perfil de esterois é considerado como
uma impressao digital, sendo Unico para cada azeite de oliva monovarietal, o que
torna a sua determinacdo uma ferramenta importante para averiguar a autenticidade
dos azeites e detectar adulteragdes (LOPEZ et al., 2014; LUKIC et al., 2013).

No entanto, o teor e composi¢cdo dos fitoesterois podem variar devido as
condi¢cBes agrondmicas, climaticas, qualidade dos frutos ou sementes, processo de
extracdo do Oleo, procedimentos de refino e condicbes de armazenamento
(CANABATE-DIAZ et al., 2007).

Afim de prevenir possiveis adulteragcdes nos azeites, varias organizacdes
internacionais, como o Codex Alimentarius da FAO/OMS, a Unido Europeia e o
Conselho Oleicola Internacional estabeleceram valores caracteristicos para alguns
destes compostos, sendo preconizado o limite total de 1000 mg.kg™ para o azeite
virgem.

Foi detectado apenas um fitosterol nos azeites de oliva estudados,

identificado como B-sitosterol (Figura 13).


http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304423812003251#bib0165
http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304423812003251#bib0205
http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304423812003251#bib0085
http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814606004316
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Figura 13 - Cromatograma tipico de separacdo do [-sitosterol em azeite de oliva cv.
Maurino, utilizando HPLC, equipado com coluna de fase reversa RP-18CLS-ODS. A
separacao foi realizada por eluicdo isocratica de metanol e a identificacdo por detector UV-
Vis a 205 nm.

A seguir (tabela 7) pode-se observar os dados referentes ao contetudo de

fitoesterois nas amostras de azeites analisados.
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Tabela 7 - Conteudo de B-sitosterol em azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul
(safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e regido de cultivo.

Regido Cultivar B-sitosterol (mg.g™)
Picual 18,28 £ 0,36 bc
Coratina 7,35+ 0,02 fg
Pelotas Carboncella 8,75+0,01f
Blanqueta 16,52 +£2,86 C
Mission 13,68 £ 0,87 de
Ascolana 16,41 + 0,20 cd
Grapolo 18,19+ 0,64 c
Galega 5,56 £ 0,50 gh
Bageée Maurino 21,36 £ 0,43 a
Pendolino 12,44 + 0,58 e
Grigman 18,71 £ 1,03 abc
Arbequina 20,98 £ 0,08 ab
Uruguaiana Arbosana 4,09+0,17 h

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Tukey(p<0,05).

Os maiores e menores conteudos de (-sitosterol foram de 21,36 e 4,09 mg.g’
! para as cultivares Maurino e Arbosana, provenientes das cidades de Bagé e
Uruguaiana, respectivamente.

O conteudo de [-sitosterol dos azeites diferiu estatisticamente, sendo
observados valores discrepantes entre as amostras, ainda que dentro da mesma
regido de cultivo. Sendo, portanto, possivel observar relacdo mais acentuada entre a
cultivar com o conteudo de fitoesterois nas amostras de azeites, do que com a
regiao de cultivo.

Considerando os regulamentos citados anteriormente, todos os azeites
estudados apresentam conteudo de fitoesterois muito acima do limite estabelecido
de 1000 mg.kg™. Matos et al., (2007) e Alves et al. (2005) também relatam valores
superiores, oscilando entre 1120,41 e 2553,5 mg.kg™.

Sivakumaret al. (2006) ao avaliarem o conteudo de fitoesterois em azeites de
trés cultivares, observaram contetidos de 3,15 a 5,49mg.g™ de B-sitosterol sendo o

maior valor encontrado para o azeite da cultivar Coratina. No presente estudo o
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azeite da mesma cultivar apresentou contetido de 7,35 mg.gt de PB-sitosterol,
estando entre os menores valores detectados.

Ao comparar os resultados obtidos neste estudo com aqueles obtidos por
Crizel-Cardoso em 2014 é possivel observar que os azeites produzidos na regiao sul
do estado do Rio Grande do Sul apresentam alto contetdo de fitoesterdis, uma vez
que esse autor encontrou valores oscilando de 20,73 a 25,99 mg.g™ de B-sitosterol
para a cultivar Arbequina e valores de 28,96 a 34,74 mg.g™* de B-sitosterol para a

cultivar Koroneiki de forma semelhante ao encontrado neste estudo.

5.7 Atividade Antioxidante — ABTS

Existe um interesse crescente nas propriedades antioxidantes dos compostos
naturais e componentes alimentares. Sabe-se que € aconselhavel controlar estas
caracteristicas durante o processamento dos alimentos, a fim de melhorar a
qualidade nutricional e estabilidade dos produtos. Assim, a avaliagdo da atividade
antioxidante e sua eficacia € uma funcéo relevante para a previsao do tempo de vida
atil de um azeite (CONDELLI et al., 2015).

A oxidacao lipidica € uma das principais causas de deterioracdo da qualidade
do azeite virgem, afetando as caracteristicas sensoriais e comprometendo assim a
aceitabilidade do produto. Além disso, os compostos de degradacédo que se formam
em Oleos oxidados sdo também conhecidos, por causar efeitos negativos sobre a
saude quando ingeridos (MANCEBO-CAMPOS et al., 2014).

De acordo com os dados da tabela 8, € possivel observar que poucas
amostras apresentaram diferencas significantes entre si, apenas azeites
provenientes da cidade de Bagé diferiram entre si, porém ndo houve diferencas
entre os azeites das cidades estudadas, evidenciando, mais uma vez que o fator

geografico nao foi responsavel por divergéncias nos dados da atividade antioxidante.
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Tabela 8 - Atividade antioxidante equivalente ao TROLOX (TEAC) pelo método ABTS em
azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul (safra 2012/2013) em funcéo da cultivar e
regiao de cultivo

Regido Cultivar Valor TEAC (mM Trolox.g™)

Picual 0,85+ 0,08 b

Coratina 1,42 £ 0,04 ab

Pelotas Carboncella 1,12 + 0,23 ab

Blanqueta 2,20+ 0,53 ab

Mission 2,26 £ 0,52 ab

Ascolana 1,12 + 0,03 ab

Grapolo 0,64+ 0,34 b

Galega 4,19+ 1,43 a

Bage Maurino 1,95+ 0,15 ab
Pendolino 0,56+ 0,05 b

Grigman 4,20+ 1,42 a

Arbequina 1,59 + 0,15 ab

Uruguaiana Arbosana 2,76+ 0,67 ab

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Tukey(p<0,05).

Os maiores valores de atividade antioxidante foram observados nos azeites
das cultivares Galega (4,19 mM Trolox.g?) e Grigman (4,20 mM Trolox.g™),
provenientes da cidade de Bagé, entretanto o menor valor foi observado para o
azeite da cultivar Pendolino também proveniente desta mesma cidade (0,56 mM
Trolox.g™).

Segundo alguns autores, ainda ndo ha uma metodologia consolidada
referente a andlise da atividade antioxidante de 6leos vegetais, e muitas vezes 0s
resultados obtidos s&o de dificil interpretacdo. A analise do potencial antioxidante é
considerada um desafio analitico devido ao fato de que os métodos disponiveis
terem sido desenvolvidos para andlise de amostras aquosas, e geralmente
adaptacdes nos ensaios sdo necessarias para obter melhores resultados com
amostras lipofilicas (NINFALI et al., 2001; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

Porém Koidis e Boskou (2015) sugerem que a atividade antioxidante do
azeite, geralmente, é determinada pelo método ABTS ou pelo radical DPPH, os
quais sdo ensaios baseados na capacidade de proteger contra a oxidagdo por
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radicais peroxil. Estes autores ainda afirmam que estes métodos fornecem
informacBes sobre a bioatividade in vitro dos azeites, e a protecdo contra auto-
oxidacdo, contudo a sua biodisponibilidade e seu papel na saude e nutricdo, sédo

muito mais complexos.

5.7.1 Andlise de Correlacédo de Person

A correlacdo consiste de uma metodologia que propicia a avaliacdo de uma
possivel associacdo entre duas variaveis continuas. Representado pela letra “r’, o
coeficiente de correlagdo de Pearson consiste na medida do grau de relag&o entre
duas varidveis quantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0
(zero) significa que nédo ha relacéo linear, o valor 1 indica uma relacao linear perfeita
e o valor -1 também indica uma relacdo linear perfeita porém inversa, ou seja
quando uma das variaveis aumenta a outra diminui. Quanto mais proximo estiver de
1 ou -1, mais forte é a associagao linear entre as duas variaveis (FILHO et al., 2009;
MUKAKA, 2012).

Na analise de correlacdo entre atividade antioxidante e o conteudo de
compostos fendlicos foi obtido um coeficiente de correlacao de r=0,5285, na figura 9
€ possivel observar o grafico de dispersédo que demonstra esta correlacao.

Segundo Mukaka (2012) correlacdes com r=0 até r=0,30 sao consideradas
despreziveis; r=0,30 até r=0,50 fracas; r=0,50 até r=0,70 moderadas; r=0,70 até
r=0,90 fortes e r=0,90 até r=1 muito forte. Com base no resultado obtido € possivel
dizer que esta € uma correlacao fraca a moderada, ou seja nem todas as cultivares
apresentaram o valor de atividade antioxidante dependente do contetdo de
compostos fendlicos. Algumas cultivares apresentaram alto conteddo de compostos
fendlicos, porém estes valores ndo corresponderam a uma alta atividade

antioxidante, como foi observado na cultivar Grappolo.
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Relagao entre o conteudo de fendis com a atividade
antioxidante
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Figura 14 - Correlagcdo entre o conteudo de compostos fendlicos com a atividade
antioxidante de azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul.

Resultado semelhante foi relatado por Caporaso et al. (2015) ao analisarem
azeites extra virgens comerciais italianos, os quais também ndo observaram
correlacdo positiva forte entre o conteddo de compostos fendlicos com a atividade
antioxidante. Os autores relatam ainda que a baixa correlacdo se deve ao fato de
que alguns compostos como os tocoferois, desempenharem fung¢des antioxidantes
mais intensas nos azeites.

Para tentar visualizar o efeito dos tocoferois, também foi realizada anélise de
correlagdo entre o conteudo de a- tocoferol (tocoferol mais abundante encontrado
nas amostras), com a atividade antioxidante, o resultado pode ser observado no

gréafico representado na figura 15.
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Relagao entre o conteudo de a- tocoferol com a atividade
antioxidante
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Figura 15 - Correlacdo entre o conteludo de a-tocoferol com a atividade antioxidante de
azeites de oliva produzidos no Rio Grande do Sul.

A correlagdo entre o contetdo de a-tocoferol e a atividade antioxidante foi de
r=0,6008; portanto, um pouco superior, que a correlacdo obtida com o conteudo de
compostos fendlicos, porém ainda dentro dos parametros para ser considerada
moderada.

Segundo Castelo-Branco e Torres (2011) outros componentes dos 6leos
vegetais, tais como carotenoides e clorofilas, também podem contribuirem para a
atividade antioxidante dos azeites. No entanto, assim como 0s compostos fendlicos,
0os carotenoides e as clorofilas sdo parcial ou completamente removidos ou
isomerizados durante o processo de refino dos 6leos, apresentando-se portanto, em
maiores concentragdes apenas nos 0leos nao refinados. Logo, é razoavel supor que
esses compostos podem contribuir para a capacidade antioxidante de 6leos nao
refinados, como no azeite de oliva virgem ou extra virgem.

No presente estudo a correlacdo existente entre a atividade antioxidante com
0 conteudo de pigmentos, foi considerada de desprezivel a fraca com correlacdes de

r=0,14 para clorofilas e r=0,334 para carotenoides.
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Dabbou et al. (2010) observaram que os fatores que apresentaram correlagéo
mais forte com a capacidade antioxidante, avaliada pelo ensaio da TEAC, em
azeites de oliva, foram os teores de carotenoides (r=0,86) e de clorofilas (r=0,76),
seguidos pelo teor de compostos fendlicos (r=0,64). Entretanto, embora se
observem correlacdes significativas entre as varidveis, sdo necessarias mais
investigagdes para confirmar o papel desses pigmentos como determinantes da

capacidade antioxidante de 6leos vegetais.



6 Conclusao

De acordo com legislacdo vigente apenas o azeite de oliva da cultivar
Blanqueta nédo se classificou na categoria “extra virgem”, em fungéo do alto teor de
acidez, sendo classificado como azeite de oliva “virgem”.

O perfil fitoquimico foi bastante variado entre os azeites de oliva estudados,
entretanto o azeite da cultivar Grigman proveniente da cidade de Bagé foi o azeite
que apresentou maior conteudo de fitoquimicos em relagédo as demais cultivares. Em
contrapartida, o azeite da cultivar Carboncella proveniente de Pelotas apresentou o
menor conteudo de fitoquimicos.

Foi possivel observar no presente estudo que o fator genético contribuiu
significativamente para as diferencas estatisticas entre os azeites estudados,
entretanto vale ressaltar que ndo foram feitas avaliagcbes sobre o estadio de
maturacdo, nem mesmo analises com a mesma cultivar proveniente de diferentes
regides de cultivo, fatores esses que exercem forte influéncia no perfil fitoquimico do
azeite como citado por diversos autores.

O azeite de oliva produzido no Rio Grande do Sul apresenta excelente
qualidade e alto conteddo de compostos bioativos, além de estar dentro dos padrdes
estipulados pela legislacdo brasileira, mostrando que o azeite gaucho pode ser

competitivo no mercado e, portanto ser mais explorado comercialmente.
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