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Resumo

GOULARTE-DUTRA, Fabiana Lemos. Par@metrosquimicos de azeites de oliva
monovarietais produzidos no sul do Rio Grande do Sul/Brasil. 2013. 108f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A producdo de azeite pelo Brasil € praticamente nula, assim quase nao existem
informacdes cientificas quanto as caracteristicas quimicas de azeites produzidos no
sul do Rio grande do Sul. O objetivo deste trabalho foi analisar quimicamente azeites
de oliva monovarietais oriundos de cinco cultivares de oliveira introduzidas em
unidades experimentais de Pelotas e Dom Pedrito. O trabalho foi desenvolvido em
trés, capitulos sendo: Capitulo | — Artigo de revisdo bibliografica sobre compostos
bioativos no azeite de oliva e beneficios a saude. Foram considerados os principais
trabalhos a respeito da composicdo em &cidos graxos, compostos fendlicos,
tocoferdis, carotendides e clorofilas no azeite de oliva e sua relacdo com a
estabilidade e reducdo de risco de determinadas patologias. Capitulo I -
Caracterizacdo dos azeites de olivas das cultivares Arbequina, Arbequina Maria da
Fé, Koroneiki (Pelotas), Grapollo e Manzanilla (Dom Pedrito) da safra 2010/11.
Frutos de cada cultivar (= 40 kg) foram colhidos e o azeite obtido por extracéo
mecanica. Determinou-se o rendimento em azeite, acidez livre, indice de peréxidos,
absorbancia em ultravioleta (K232 nm e K270 nm), indice de refragédo, perfil de
acidos graxos, e o conteudo de compostos fendlicos totais, tocoferdis, carotendides
e de clorofilas. Considerando-se os parametros avaliados, os azeites das olivas das
cultivares Grapollo, Koroneiki, Arbequina Maria da Fé e Manzanilla classificaram-se
como extra-virgem, enquanto que o da cultivar Arbequina como azeite de oliva
virgem; Capitulo Ill — Caracterizacdo dos azeites de olivas das cultivares Arbequina
e Koroneiki cultivadas em Dom Pedrito em trés safras consecutivas (2009/10,
2010/11 e 2011/12). Frutos de cada cultivar (x 40 kg) foram colhidos e o azeite
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obtido por extracdo mecanica. Determinou-se a acidez livre, indice de peroxidos,
absorbancia em ultravioleta (K232 nm e K270 nm), perfil de &cidos graxos, e o
conteudo de compostos fendlicos, tocoferdis, carotendides e de clorofilas.Com
excecdo do azeite de oliva da cultivar Arbequina na safra 2011/12, todas as outras
amostras apresentaram indices compativeis com azeite de oliva extra-virgem.Houve
diferenca nos teores dos compostos bioativos tanto entre as cultivares quanto entre

as diferentes safras de uma mesma cultivar.

Palavras-chave: Qualidade. Antioxidantes. Acidos graxos. Tocoferois. Olivicultura
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Abstract

GOULARTE-DUTRA, Fabiana Lemos. Chemical parameters of monovarietal olive
oil produced in southern Rio Grande do Sul / Brazil.2013. 108f. Thesis. Programa
de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas.

Olive growing is recent in Brazil; therefore, there is no scientific data regarding the
chemical characteristics of oils produced in southern Rio Grande do Sul. The
objective of this study was to chemically analyseolive oils from seven monavietal
olive cultivars introduced in experimental units in Pelotas and Dom Pedrito. The
study was conducted in three chapters: Chapter | — Literature review on bioactive
compounds in olive oil and health benefits. It was considered the main rewies on the
fatty acid composition, phenolic compounds, tocopherols, carotenoids and
chlorophylls in olive and its relationship with oil stability and risk reduction of certain
pathologies. Chapter Il - Characterization of olive from Arbequina, Arbequina Maria
da Fé, Koroneiki (Pelotas), Grapollo and Manzanilla (Dom Pedrito) cultivars from
2010/11 harvest. It was determined the oil yield, free acidity, peroxide value,
ultraviolet absorbance (K232 and K270 nm nm), refractive index, fatty acid profile,
phenolic compounds, tocopherols, carotenoids and chlorophyll content. Considering
the parameters evaluated, the olive oils from Grapollo, Koroneiki, Manzanilla and
Maria da Fé cultivars were classified as extra virgin, while the olive oil from
Arbequina cultivar as virgin olive oil; Chapter Ill - Characterization of Arbequina and
Koroneiki olive cultivars grown in Dom Pedrito in three consecutive seasons
(2009/10, 2010/11 and 2011/12). Fruits (= 40 kg) of each cultivar were harvested and
the oil obtained by mechanical extraction. It was determined the free acidity, peroxide
value, UV absorbance (K232 and K270 nm nm), fatty acid profile, total phenolic
compounds, tocopherols, total carotenoids and chlorophyll content. With the
exception of the olive oil from cultivar Arbequina,olive harvest in 2011/12, all other

samples showed levels consistent with olive oil extra virgin. There were differences in



the levels of bioactive compounds both between cultivars and crops from the same

cultivar.

Keywords: Quality. Antioxidant.Fatty acids.Tocopherols. Olive.
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1 Introducéo Geral

Atualmente existe grande interesse em compostos nhaturais que apresentam
efeitos benéficos a salde humana, os quais possam estar presentes nos alimentos.
O azeite de oliva virgem, o qual ndo passa pelo processo de refino, preserva sua
constituicdo “natural”, incluindo os compostos bioativos, sendo que seu consumo
tem sido crescente na populacdo brasileira. Quando consumido com frequéncia,
confere beneficios a salde humana, devido aoelevado conteddo de acido graxo
monoinsaturado (acido oléico) e a presenca desubstancias antioxidantes, que lhe
conferem caracteristicas de alimento funcional.

Os maiores produtores de azeite de oliva sdo Espanha, lItalia, Grécia e
Portugal, paises de clima temperado mediterraneo,e se destacam pelo grande
volume anual deexportacdo. Paises como Estados Unidos, Chile e Argentina
aclimataram, com certo sucesso, a cultura da oliveira (I00C, 2013a).

Embora seja predominantementeum pais de clima tropical, o Brasil possui
regides com condicbes climaticas ecaracteristicas adequadas para o cultivo de
oliveiras, o que pode significar para um futuro breve menor volume de importacéo
e,consequentemente, menor evasdo de divisas. Ademais, a implantacdo de
oliveiras, além depossibilitar o fortalecimento do mercado interno de azeitona e
azeite de oliva,se constitui em alternativa para a diversificacdo da atividade agricola.
Nesse contexto, o plantio no Brasil tem aumentado, porém a caracterizagdo dos
azeites produzidos ainda é incipiente.

Para ser comercializado, o azeite de oliva € classificadoem determinados
grupos,conforme os padrbes vigentes.Estes sdo baseadosnos requisitos quimicos
de qualidade, sendo os principais a acidez livre, o indice de peroxidos e a absorgéo
em ultravioleta (BRASIL, 2012).

Adicionalmente, a analise dos antioxidantes e pigmentos presentes no azeite
de oliva também contribui para sua caracterizacdo, pois seus conteudos influenciam
tanto no aspecto sensorial como em seu periodo de validade (AGUILERA et al.,

2005), quanto aos efeitos benéficos a saude, como pela reducdo do risco de
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doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (COVAS, 2007; OWEN et al.,
2000).

As caracteristicas fisico-quimicas do azeite de oliva variam em funcéo
dediversos fatores, sendo os principais o local de cultivo da oliva (solo e clima),
cultivar, praticas culturais, estdgiodematuracdo do fruto econdi¢cbes de
processamento (ZAMORA, ALAIZ, HIDALGO, 2001; ISSAOQOUI et al., 2009;
KANDYLIS et al., 2011). Em funcdo da influéncia dos fatores extrinsecos na
qualidade do azeite, pesquisas devem ser realizadas para descrever as
caracteristicas gerais dos azeites oriundos de cultivares distintas cultivadas em
diferentes regides do Brasil.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos caracterizarazeites
monovarietais, de setecultivares de oliveiras introduzidas no Brasil, pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), nos municipios de Pelotas e Dom
Pedrito, RS, e avaliar o efeito de diferentes safras sobre as caracteristicas quimicas
de azeites das cultivares Arbequina e Koroneiki oriundos de plantas cultivadas em

Dom Pedrito.
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2 Reviséo Bibliografica

2.1 A cultura da oliveira

A oliveira pertence a familia das Oleaceas, género Olea europaea. Sua
existéncia remonta ao décimo segundo milénio a.C., sendo a bacia do Mediterraneo
e Asia Menor considerados os locais de origem do cultivo da oliveira, a qual
disseminou-se, e atualmente é cultivada em lugares distantes de suas origens como
Africa do Sul, Austrélia, Jap&o e China (I00C, 2013b).

No Brasil,o cultivode oliveiras foi introduzido a cerca de dois séculospor
imigrantes europeus, tendo apresentado na época consideravel producéo de frutos.
No entanto, para evitar a concorréncia com o azeite importado de Portugal, a familia
real ordenou a extin¢ao dos olivais no Brasil (GOMES,1979). Apds a segunda guerra
munidal houve o retorno do cultivo de oliveiras com a retomada da imigracao
européia (FAGUNDES, 2004).

No entanto, o estudonosetor olivicolasomente iniciou em1986por meio da
EPAMIG(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerias)na regido
deMinasGerais,a fim de incentivara disseminacdo daolivicultura no pais. Resultados
promissores foram obtidos,com inicio de producdono quarto ano de plantio,
apresentando produtividade emalgumas cultivaresde até80-100kgde azeitonas
(FAGUNDES, 2004). No ano de 2005 as pesquisas se expandiram para os estados

do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, e em 2009, em Sao Paulo.

2.2 O cultivo da oliveira no Sul do Rio Grande do Sul/Brasil

A oliveirafoi introduzida oficialmenteno Rio Grande doSul (RS) em 1948 por
meio dacriacdo do "servigo oleicola”, pela Secretaria da Agricultura,e da promessa
deincentivos do governopara ocultivo e comercializagcdodos produtos, porém,devido
ao pequeno conhecimento técnico, ocorreu a implantacdo de olivais de baixa
qualidade (GOMES,1979; COUTINHO et al., 2009).

Somente em 2005, com o0 objetivo inicial de avaliar a viabilidade do cultivo

comercial da oliveira na regido Sul do Brasil,a pesquisa foiiniciada com o projeto
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“Introducdo e avaliagdo agrondmicade oliveirano sul do Brasil", o qual foi
coordenado pela EmbrapaClima Temperado (CPACT/Pelotas), em conjunto com
outras instituicbes de pesquisas nacionais e internacionais. Este projeto foi
elaborado considerando os resultados obtidos pela EPAMIG/MG, o desempenho de
pomares cultivados no Chile, na Argentina e no Uruguai, além do potencial de
geracdo de renda e diversificacdo do agronegécio que o cultivo da oliveira
representa, principalmente, para a Metade Sul do Rio Grande do Sul (WREGE et al.,
2009).

No Brasil, a pesquisa cientifica constitui papel importante para que o cultivo
de oliveira prospere. Segundo Oliveira, Antunes e Schuch (2006), nos paises
tradicionalmente produtores, as caracteristicas mais importantes sdo: controle do
vigor, exigéncia hidrica e nutricional, adaptabilidade pedoclimatica, resisténcia a
parasitas, precocidade produtiva, quantidade e qualidade da producéo.

Para tanto, mais de 60 cultivares foram importadas de diversos paises
tradicionalmente produtores como Espanha, Italia e Portugal, a fim de possibilitar a
implantacdo de diversas unidades de observacdo em distintas regides dos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, para realizar o estudo da adaptacdo das
plantas nas condi¢cdes de solo e clima da regido. Dentre as cultivares inicialmente
testadas, a Arbequina e aKoroneikireceberam indicacdo de cultivo, pela Embrapa
Clima Temperado, para regido sul do pais.

Segundo 0 zoneamento agroclimatico realizado pela Embrapa Clima
Temperado(Figura 1), para o Rio Grande do Sul (RS),existem regides para a cultura
de oliveira que podem ser: ndo recomendadas, recomendadas com restricbes ou
recomendadas.Considerando as condigfes Otimas de umidade relativa do ar e
temperatura para o cultivo da oliveira, a fronteira oeste e a metade sul do estado do
RS constituem-se nas regides mais adequadas para o cultivo da espécie (WREGE
et al., 2009).

No RS, 21 municipios foram identificados com pomares de oliveiras, sendo a
grande maioria localizados na metade sul, regido que apresenta como principais
potenciais do setor a Campanha e a Serra do Sudeste. Atualmente, o Estado conta
com aproximadamente 585 hectares destinados a cultura, sendo destes 456
hectares de pomares sem idade de producéo, 70 hectares em producdo e 59
hectares com producgéo desativada (EMATER, 2013).
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Figura 1. Zoneamento agroclimatico para oliveira no Estado do Rio Grande do Sul.
Fonte: WREGE et al.(2009).
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2.3 Producao e consumo de azeite de oliva

A producdo mundial de azeite de oliva cresceu 25% nos ultimos cinco anos
em funcdo da expansdo dos locais de cultivo de oliveira, obtendo-se um total
de3.408,5 milhdes de toneladas na safra 2011/12. A Espanha € a principal produtora
de azeite de oliva, seguida da Italia e Grécia. Esses trés paises mediterraneos sao
responsaveis por mais de 69% da producdo mundialde azeite de oliva (I00C,
2013a).

Na América do Sul, os maiores produtoresde azeite de oliva sdo a Argentina e
o Chile, obtendo na ultima safra cerca de 32 mil toneladas e 21,5 mil toneladas,
respectivamente (I0O0OC, 2013a).

Os paises que apresentam o maior consumode azeite de oliva sdo a lItalia
(734,5 mil toneladas), a Espanha (582,0 mil toneladas) e os Estados Unidos (294,0
mil toneladas). O Brasil aparece na décima colocacdo, com um consumo de 68 mil

toneladas ano (safra 2011/12), o qualfoi triplicado nos ultimos 10 anos (Figura 2).

A

ix

v 68

2 3 s 0

2 ——=53% 6% 26

2 20 ST 235 26

o

g 10

3 0 T T T T T T

¢

< S GO\ A\ CRA A \'\9 \'»" \'Q'
P S S S
I S S S S S L S

Ano-safra (de novembro a outubro)

Figura 2. Consumo brasileiro de azeite de oliva.
Fonte: IOOC (2013a)

Em funcdo desse consumo,de acordo com o Ministério do Desenvolvimento
Industria e Comércio Exterior, o Brasil dispendeu,em 2012,mais de US$ 250 milhdes
com a importacdo de azeite de oliva (SECEX, 2013), pois até o momento, considera-

se que o pais importa, praticamente, 100% do que consome.
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2.4 Cultivares de oliveira

A oliveira possuiinimeras cultivares, muitas vezes compostas de plantas
morfologicamente similares, mas com caracteres genéticosdiferentes (VILLA, 2007),
ou seja, cada cultivar possui caracteristicas especificas, produzindo azeites de oliva
com caracterisiticas e composicéo tipicos que conferem um sabor Unico (MATOS et
al, 2007; QUEST-RITSON, 2011). Na Espanha s&o catalogadas mais de
250cultivares (VILLA, 2007), enquanto que na Italia tem cerca de 400 (FABRO,
2009).

As cultivares diferem mais notadamente no tamanho das azeitonas e no
tamanho e forma do caroco. Algumas exigem solos mais ricos e férteis, enquanto
gue a maioria se desenvolve bem em solos mais pobres. Além disso, se distinguem
quanto a produtividade, durabilidade, resisténcia a doencas, etc(QUEST-RITSON,
2011). De acordo com a finalidade a que se destina o fruto, a cultivar pode ser apta
para: obtencédo de azeite, a qual deve ter bom rendimento quantitativo e qualitativo
de azeite; azeitona de mesa, que se caracteriza por terem frutos grandes e menor
contetdo em azeite; ou de dupla aptiddo, que apresenta carateristicas
intermediarias, podendo ser utilizada para producdo de azeitona em conserva se
atingir o tamanho adequado, ou para a producdo de azeite (VILLA, 2007;
COUTINHO et al., 2009).

Portanto, para a escolha da cultivar é importante levar em consideracdo a
finalidade, resisténcia a pragas, doencas e as condicfes edafoclimaticas (VILLA,
2007).

Dentre as inUmeras cultivares de oliveira existente, algumas estdo sendo
avaliadas agronomicamente visando plantio na regidao Sul do Brasil para producéo
de azeite de oliva. As principais caracteristicas sdo sumarizadas como (VILLA, 2007;
COUTINHO, JORGE, COSTA, 2007; QUEST-RITSON, 2011):

a) Arbequina — de origem espanhola, com consideravel resistencia ao frio; entrada
em producao precoce, elevada produtividade, bom rendimento e qualidade do azeite
produzido.

b) Koroneiki — de origem grega, susceptivel ao frio, mas resistente a seca; com
produtividade elevada e constante; produz frutos com elevado contetudo de azeite, 0
gual é apreciado por suas caracteristicas sensoriais.

c) Manzanilla — de origem espanhola, susceptivel ao frio hibernal; entrada da

producéo precoce, com alta produtividade.
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d) Grappolo — de origem ltaliana, tolerante a seca; frutos com alto contetdo de

azeite.

2.5 Classificacdo do azeite de oliva

No Brasil, em janeiro de 2012 foi publicado a Instrucdo Normativa n° 1 que
estabelece o Regulamento Técnico do Azeite de Oliva e do Oleo de Bagaco de
Oliva, o qual classifica o azeite de oliva em fungcédo dos seus requisitos de identidade
(em funcdo da matéria-prima e processo de obtencdo) e qualidade (em funcéo do
percentual de acidez livre, indice de peréxidos e da absorbancia no
ultravioleta)(BRASIL, 2012).

Segundo este Regulamento, o azeite de oliva pode ser classificado em:

1) Azeite de oliva virgem: produto 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
filtrac&o.

O azeite de oliva do grupo azeite de oliva virgem, de acordo com o0s
parametros de qualidade,pode ser classificadosegundo trés tipos, podendo, ainda,
ser enquadrado como fora de tipo e desclassificado:

a) Azeite de oliva extra virgem;
b) Azeite de oliva virgem;

c) Azeite de oliva lampante.

2) Azeite de oliva: produto constituido pela mistura de azeite de oliva refinado com

azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva extra virgem.

3) Azeite de oliva refinado: produto proveniente de azeite de oliva do grupo azeite de
oliva virgem, mediante técnicas de refino que nédo provoquem alteracdo na estrutura

gliceridica inicial.

Na Tabela 1 pode-se observar os valores dos parametros de qualidade
permitidos para cada categoria de azeite. A qualidade do azeite é avaliada por
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quatro parametros: grau de acidez, indice de peroxidos, absorbancia no ultravioleta
e andlise sensorial (BRASIL, 2012).

Tabela 1 — Limite dos parametros de qualidade para cada categoria de azeite de
oliva.

) ) AC IP Absorbanciano ultravioleta
Categoria do azeite ) ) a
(% &cido oléico) (mEq O, kg™) Koso Ks70 AK
Extra-virgem <0,8 <20 <250 <022 <0,01
Azeite de oliva virgem Virgem <20 <20 <260 <025 <0,01
Lampante >2,0 * * * *
Azeite de oliva <1,0 <15 * <0,9 <0,15
Azeite de oliva refinado <0,3 <5 * <11 <0,16

Fonte: adaptado do Regulamento Técnico do Azeite de Oliva e do Oleo de Bagaco de Oliva (BRASIL,
2012). * =ndo se aplica; AC = acidez livre; IP = indice de peroxidos.

O azeite de oliva enquadrado no tipo lampante ndo pode ser destinado
diretamente a alimentacdo humana, porém podera ser refinado para enquadramento
no grupo azeite de oliva ou no grupo azeite de oliva refinado.

Internacionalmente, a regulamentacdo do azeite de oliva é estabelecida por
diversos o6rgaos, como pela Unido Européia (EEC, 2003), pela Comissao do
CodexAlimentarius (2001) e pelo Conselho Oleicola Internacional (I0OOC, 2011), na
qual o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento baseou-se para a

elaboracao da Instrucdo Normativa publicada em 2012 (BRASIL, 2012).

2.6 Padrbes de qualidade do azeite de oliva

Além dos parametros de qualidade constantes na legislacdo brasileirapara o
azeite de oliva, podem ser realizadas analises complementarestais como:
composicdo em acidos graxos, composicdo de esterois, eritrodiol e uvaol, ceras,
diferenca do ECN 42 (triacilgliceréis com numero equivalente de carbonos igual a
42), estigmastadienos, ésteres metilicos e ésteres etilicos de acidos graxos, indice
de refracdo, indice de saponificacdo, umidade e material volatil, material
insaponificavel, impurezas insoluveis, indice de iodo e teores de arsénio, chumbo,
cobre e ferro (BRASIL, 2012).

A regulamentacédo atual (BRASIL, 2012) contempla exigéncias quanto aos
parametros de qualidade e caracteristicas sensoriais do azeite de oliva, que auxiliam

na reducdo da ocorréncia de possiveis adulteragcdes com outros Oleos vegetais, 0
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que foi observado de forma frequente em nosso pais nos udltimos anos
(ANTONIASSI et al., 1998; AUED-PIMENTEL et al., 2002; BECKER et al., 2005;
AUED-PIMENTEL et al., 2008).

2.6.1 Acidez Livre

Acidez livre consiste no conteado de &acidos graxos livres, expressa em
porcentagem de acido oléico (BOSKOU, 1998; AUED-PIMENTEL et al., 2008), os
quais sdo originados pela acdo quimica ou enzimatica (lipases), pela degradacéo
dos triacilglicerdis, liberando acidos graxos e, consequentemente, induzindo ao
aumento da acidez (TOUS et al., 1997; PEIXOTO et al., 1998;UCEDA et al., 2006).

O grau de acidez é uma variavel relacionada com a qualidade da matéria-
prima (fruto), com a qualidade e o grau de pureza do 6leo, com 0 processamento e,
principalmente, com as condi¢cdes de conservagcdo do azeite (MORETTO; FETT,
1998). O conteudo de acidez depende de fatores, como: ataques de pragas e
insetos, do clima e da manipulacdo das azeitonas (POULIAREKOU et al., 2011), do
indice de maturacdo dos frutos (BACCOURI et al.,2008;KEFI et al., 2010), do
processo de producdo (ISSAOUI et al., 2009) e de armazenamento do azeite
(MENDEZ; FALQUE, 2007). Neste sentido, qualquer injdria induzida na azeitona
durante a colheita, transporte e estocagem, originam danos nos tecidos que facilitam
a acao das enzimas (FIGUERES et al.,, 1997; TOUS et al., 1998). Em ultima
instancia, quanto maior o teor dos acidos graxos livres, pior o estado de
conservacgao dos frutos, tratamento ou conservacao do azeite.

Considerando-se a legislacdo brasileira, o azeite de oliva proprio para o

consumo humano deve apresentar acidez de no maximo 2% (BRASIL, 2012).

2.6.2 Indice de peroxidos

O indice de peroxidos é utilizado para avaliar a qualidade oxidativa de oOleos e
gorduras pela medida do contetudo de perdxidos e hidroperéxidos de acidos graxos,
0s quais sdo produtos primarios da oxidacao de lipidios. A maioria dos métodos que
medem hidroperoxidos lipidicos baseia-se na capacidade dos hidroperoxidos de
oxidar compostos indicadores (ZAMBIAZI, 2003; MCCLEMENTS; DECKER, 2010).

Os valores de peroxidos sao expressos em miliequivalentes (mEq) de
oxigénio por kg de Oleo, sendo que 1 mEq € igual a 2 mmol de hidroperoxido
(MCCLEMENTS; DECKER, 2010).
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A oxidacao lipidica envolve uma sequéncia complexa de alteracdes quimicas
resultantes da interacdo de lipidios, principalmente de acidos graxos insaturados,
com o oxigénio, gerando moléculas com odores e sabores indesejados conhecidos
como rancidez oxidativa (ORDONEZ et al., 2005). Além disso, podem afetar a
qualidade nutricional, devido a degradacdo de vitaminas lipossolUveis e de &cidos
graxos essenciais (GRANADOS, 2000; MCCLEMENTS; DECKER, 2010).

Os niveis de oxidacao sao influenciados principalmente pela disponibilidade
de oxigénio, temperatura, presenca de residuos de metais, incidéncia de luz,
devendo-se, portanto, ter cuidado tanto no processamento quanto no
armazenamento do azeite de oliva (ORDONEZ et al., 2005; KANAVOURAS; CERT;
HERNANDEZ, 2005).

O indice de peréxido também é utilizado como critério para classificacdo do
azeite de oliva, sendo o valor de 20 meq.0, kg™, o limite maximo para ser
considerado proprio para o consumo humano (BRASIL, 2012).

2.6.3 Absorbancia na regido do ultravioleta (K270 nm e K232 nm)

Os acidos graxos absorvem a luz em comprimentos de onda especificos da
regido ultravioleta, assim, este parametro pode ser usado para determinar a
qualidade do azeite de oliva.Para o azeite obtido de uma azeitona sa, que nao tenha
sido submetido a algum tratamento diferente das operacdes fisicas proprias da sua
extracdo, o valor da absorbancia no ultravioleta (K270 nm e K232 nm) deve ser
inferior aos limites legaisestabelecidos.

Apés o inicio da oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados ocorre a
formacao das ligacGes duplas conjugadas, originando dienos e trienos conjugados,
além de compostos carbonilicos. Os dienos conjugados sao identificados pela sua
absorcdo no comprimento de onda de 232nm, enquanto que ostrienos conjugados
ecompostos carbonilico séo identificados no azeite a 270 nm(UCEDA; HERMOSO;
AGUILERA, 2004).

Os azeites com valores acima dos limites também podem indicar a presenca
de oleos refinados, pois o refino provoca mudancga na configuragéo de acidos graxos

e a formacé&o de dienos e trienos conjugados (ANGEROSA et al., 2006).
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2.7 Obtencéao do azeite de oliva

Para ser considerado de boa qualidade, o azeite de oliva deve apresentar-se
dentro de determinados padrdes, tanto fisico-quimicos quanto sensoriais, que estao
diretamente relacionados com a caracteristica do fruto. Varios sdo os fatores que
podem influenciar, os quais vao desde a colheita até o armazenamento.

A colheita dos frutos destinados a extracdo do azeite deve ser realizada antes
da azeitona apresentar-se completamente madura, fase queoferece amaxima
guantidade de azeite e melhorescaracteristicas, tanto do ponto de vista sensorial
como de alguns indices fisico-quimicos de qualidade (COSTA, 1978; ALBA, 2004).
Com isso, a producéo do azeite de oliva comeca com a selecdo das azeitonas, as
quais devem ser firmes e ndo conter danos fisicos.

Em geral,a elaboracdo do azeite de oliva segue as seguintes etapas (ALBA,
2004; UCEDA et al., 2006):

a) operacbes prévias: recepcdo, caracterizacdo, limpeza, lavagem e
armazenamento do fruto;

b) preparacdo da pasta: moagem e batimento (destruicdo da estrutura dos
tecidos vegetais e liberacdo do azeite de oliva);

c) separacdo das fases solidas e liquidas: prensagem, centrifugacéo (sistema
de duas fases e sistema de trés fases);

d) separacao de fases liquidas: decantagcdo natural e centrifugacédo (obtencao
da fase aquosa e do azeite de oliva).

e) armazenamento do azeite.

Os depdsitos ideais para o armazenamento do azeite de oliva devem ser de
aco inoxidavel, para evitar efeitosadversos sobre a qualidade do aroma esabor,
produzindo a deterioracdo do azeite (VILLALTA, 1999). Além disso, deve-se
proteger o azeite da luz, do ar e mantera temperatura relativamente constante, entre
15 e 25°C, para evitara alteracio doproduto por oxidagido (FERNANDEZ et al., 1991;
APARICIO; HARWOOD, 2003).

Segundo Barranco, Toro e Rallo (1998), utilizando o modo de obtencdo do
azeite por extracdo mecanica, para cada 5 kg de azeitonas, produz-se, em média,

um litro de azeite.
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2.8 Composicao quimica do azeite de oliva

A composicdo do azeite de oliva pode variar devido as condi¢cdes
agrondmicas e climaticas, a cultivar, a qualidade do fruto, ao sistema de extracdo e
aos processos de refino. Também durante a estocagem do azeite, reacbes de
hidrélise, de esterificacdo e de oxidagdo podem originar alteragdes nos compostos
majoritarios e minoritarios do produto (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

Os componentes majoritarios consistem nos triacilglicerois (ésteres de acidos
graxos e glicerol), os quais representam a “fragao saponificavel”, constituindo cerca
de 98 % do azeite de oliva (BOSKOU, 1998).A composicdo do azeite em acidos
graxos é influenciada pelacultivar, condi¢des climaticas e localizacdo geogréficado
olival.

O grande percentual dos acidos graxos no azeite de oliva estd na forma
insaturada, com predominancia dos monoinsaturados, 0s quais estdo presentes em
propor¢cdes que variam entre 61,2 e 79,6 % do total dos acidos graxos. Os acidos
graxos poliinsaturados representam entre 5,8 e 13,6 % e o0s saturados entre
10,5e20,2 % do total (AGUILERA et al., 2005; ALLALOUT et al., 2009; HADDADA et
al., 2007; MATOS et al., 2007).

O &cido graxo poli-insaturado mais abundante, pertencente a série w-6, € o
acido linoleico (C18:2); enquanto que o acido linolénico, série w-3, esta presente em
pequenas quantidades no azeite de oliva. Os acidos graxos linoleico e linolénico séo
essenciais ao homem, pois as células dos mamiferos ndo tém a capacidade de
inserir uma dupla ligacdo (dessaturar) antes do carbono 9 da cadeia dos acidos
graxos.Esses acidos graxos poli-insaturados demonstram efeitos similares ao mono-
insaturados, estando relacionados com a redu¢éo do LDL-colesterol. Além disso, 0s
acidos graxos w-3 podem diminuir as concentragdes de triglicerideos. Alem disto, os
acidos graxos da série w-6, quando consumidos em elevadas quantidades, podem
provocar pequenas reducdes nas concentracbes séricas de HDL-colesterol
(SANTOS et al., 2012).

O consumo de &acido graxo monoinsaturado, especificamente acido oléico,
série w-9, tem sido relacionadoa reducao dos niveis de LDL-colesterol e aumento do
HDL-colesterol sanguineo (KATAN, ZOCK, MENSINK, 1994).

Os componentes minoritarios, denominados no seu conjunto como “fracéo
insaponificavel”, incluem mais de 200 compostos quimicos, tais como alcoois

alifaticos e triterpénicos, esterois, hidrocarbonetos, compostos aldeidicos,
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compostos cetdnicos, tocoferdis, compostos fendlicos, pigmentos, dentre outros, 0s
quais perfazem cerca de 2 % do total do azeite (BOSKOU, 1996; CRIADO et al.,
2008; KANDYLIS et al., 2011).

Os tocoferéis sdo importantes por seu valor nutricional como precursores da
vitamina E (BELTRAN et al., 2010) e por sua propriedade antioxidante. Esses
compostos constituem o grupo dos antioxidantes lipofilicos, tendo sido estabelecida
correlacéo siginificativa entre alguns tocoferois e estabilidade oxidativa, observando-
se inibicdo efetiva na autoxidacdo lipidica do azeite de oliva (ALLALOUT et al.,
2009). O a-tocoferol € a forma mais abundante dentres os tocofordis presentes no
azeite de oliva, perfazendo em torno de 95 % dos tocoferdis (BACCOURI et al.,
2008).

Outros antioxidantes naturais encontrados no azeite de oliva estdo inclusos
no grupo dos compostos fendlicos, os quais se destacam pela estabilizacdo das
espécies reativas de oxigénio, contribuindo tanto para o aumento da vida util do
azeite (PARDO; CUESTA; ALVARRUIZ, 2007) quanto para protecdo em nivel
celular, auxiliandona reducédo do risco de algumas doencas (SERVILI et al., 2004).
Além disso, o contetdo de compostos fenélicostambém tem sido relacionado com o
indice de amargor, influenciando no sabor do azeite de oliva (BELTRAN et al.,
2000).

A composicéao das clorofilas e dos carotendides influencia determinantemente
a cor do azeite de oliva, paramentro sensorial avaliado pelos consumidores. A
presenca desses pigmentos no azeite € influenciada pela época da colheita do fruto
(ROCA; MINGUEZ-MOSQUERA, 2001; CRIADO et al., 2008),e pelo processo de
extracdo, o qualacarreta perda dessas subtancias, principalmente das clorofilas,
devido a transformacao estrutural da clorofila em feofitina pela remocéo do fon Mg*?
(MOYANO et al., 2008).

Trabalhos relatam o papel dos carotendides como antioxidante e como agente
protetor de doencas cardiovasculares e de patologias degenerativas dos olhos
(MAYNE et al., 1996; KRITCHEVSKY, 1999; LANDRUM; BONE, 2001). Entretanto, a
clorofila € um pigmento que merece atencdo por estar associada a atividade
oxidativa em alimentos processados, em funcdo da acao pro-oxidante na presenca
de luz (FAKOURELIS; LEE; MINN, 1987).
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Resumo

Nos ultimos anos tem ocorrido um crescente aumento no consumo de azeite de
oliva, principalmente pelos beneficios asaude proveniente de sua utilizacdo regular
na dieta. O azeite, quando obtido pela extracéo a frio, apresenta em sua constituicao
alto conteado em acido oléico, entre 58,8 % e 81,6 % do total dos acidos graxos,
além de compostos bioativos, incluindo compostos fendlicos, entre 42 e 565 mg kg™,
tocoferdis, entre 39 e 495 mg kg™ e pigmentos como carotendides, entrel,4 e 27,4 e
clorofilas, entre 0,6 a 50 mg kg™. Muitos destes compostos, além de contribuirem
para a estabilidade oxidativa do azeite, apresentam propriedades benéficas a saude
humana, como a acgdo antioxidativa, imunomoduladora, antitumoral e anti-
inflamatoria. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos
de acao,a correlacdo destes compostos e os beneficios observados com o consumo

do azeite de oliva.
Palavras-chave: antioxidantes. compostos fendlicos. acido oléico. tocoferais.

Abstract

In recent years there hasbeenasteady increase in the consumption of olive oil. The
olive oil is obtained by the cold extraction, presenting in its constitution high content
of oleic fatty acid and some bioactive compounds including phenolic compounds,
tocopherolsand pigments such as carotenoids and chlorophyll. These components,
besides the oxidative stability contribution to the oil, present beneficial properties to

human health, with antioxidant, immunomodulatory, antitumoral and anti-
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inflammatory effect.However, more studies are needed to establish more clearly the
mechanisms of action and correlation of the phytochemicals in olive oil and the

benefits observed with oil consumption.

Key words: antioxidant. phenolic compounds. oleic acid. tocopherols.

1 Introducéo

O azeite de oliva, 6leo obtido do fruto da oliveira (Olea europaea), €
amplamente consumido em paises que compdem a bacia do mediterraneo desde a
antiguidade. Sua comercializacdo esta disseminada em diversos paises do mundo,
incluindo o Brasil, o qual atingiu a importacdo de cerca de 68 mil toneladas na safra
2011/12, estabelecendo-se como o quarto maior importador de azeite de oliva
(100C, 2013).

Nos ultimos anos tem ocorrido um crescente aumento no consumo deste
produto, segundo dados disponibilizados pelo International Olive Council em 2012, o
consumo mundial de azeite de oliva comestivel foi superior a 3,4 milhdes de
toneladas (I0OOC, 2013).

O fruto da oliveira contém grande quantidade de &agua (40 a 45 %),
carboidratos (10 a 20 %) e em torno de 30 % de lipidios (BRUNETON, 1991). Na
fracdo lipidica, os triacilglicerideos sdo 0s componentes majoritarios, 0s quais
representam cerca de 98 % do peso total (QUEST-RITSON, 2011).

Dentre os &cidos graxos que compdem os triacilglicerideos, destaca-se o
acido oléico, constituindo 55 a 83 % do total (IOOC, 2011). Este acido graxo
monoinsaturado tem sido correlacionado a propriedades benéficas a saude, além de
contribuir para o aumento da vida util do azeite, juntamente com os antioxidantes
naturais que estdo presentes em quantidades minoritarias no azeite de oliva
(COVAS et al., 2006).

O contetdo dos compostos bioativos no azeite de oliva pode variar em funcao
da cultivar, grau de maturacéo das olivas, condi¢des do solo e clima, bem como dos
cuidados nos processos de colheita, extracao, conservacao e distribuicdo do produto
final, o que influencia na qualidade final do azeite (BRUNI, CORTESI e FIORINO,
1994; TEMIME et al., 2008).
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Os padrdes internacionais de identidade e qualidade para o azeite de oliva
estdo descritos no Codex Alimentarius (2001) e nas normas da Unido Européia
(EEC, 2003),e os padrbdes nacionais peloMinistério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2012)os quais identificam e classificam o azeite dentro de
diferentes categorias para o consumo. A classificacdo do azeite baseia-se,
principalmente, em parametros sensoriais e fisico-quimicos, como acidez, indice de
peréxidos e coeficiente de extingdo na regido do ultravioleta.

Os azeites de oliva virgem e extra-virgem nao passam pelo processo de
refino, conservando assim alto conteddo de compostos bioativos, como compostos
fendlicos, pigmentos, tocoferéis e fitosterdis, os quais sdo total ou parcialmente
removidos dos Oleos vegetais nos varios estagios do refino (MORETTO e FETT,
1998).

Considerando 0 aumento no consumo, a preocupagao com uma alimentacao
mais saudavel e a importancia da utilizacdo do azeite de oliva, este trabalho
apresenta uma revisao sobre os compostos bioativos presentes no azeite de oliva e

suas implica¢des na saude humana.

2 Bioativos no azeite de oliva

Os principais compostos bioativos presentes no azeite de oliva pertencem ao
grupo dos compostos fendlicos, tocoferdis, fitosterdis, clorofilas e carotendides, além
do &cido oléico.

Os compostos fendlicos atuam algumas vezes como quelantes de metais
(SHAHIDI, JANITHA e WANASUNDARA,1992) e como estabilizadoresde radicais
livres. Juntamente com os tocoferdisagem como inibidores tanto na etapa de
iniciacdo como na de propagacao do processo oxidativo. Os produtos intermediarios
formados pela acdo destes antioxidantes sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico que ocorre nestes compostos (NAWAR, 1985;
PORTER, CALDWELL e MILLS, 1995).

A acdo dos carotendides como antioxidantes pode ser devido a acao
guelante do oxigénio molecular singlete ou pela interacdo com radicais livres por
meio de transferéncia de elétrons, estabilizando o elétron desemparelhado por
ressonancia (FOOTE, CHANG e DENNY, 1970). Além disso, a interagdo com outros
antioxidantes pode gerar efeitos sinergisticos (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ e
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PAREDES-LOPES, 2000), como por exemplo, com os tocoferdis, os quais S&o
considerados potentes antioxidantes naturais, protegendo o 6leo dos processos
oxidativos, aumentando assim sua estabilidade (CHOTIMARKORN e SILALAI,
2008).

Véarios autores (ZAMBIAZI e ZAMBIAZI, 2000; AGUILERA et al.,, 2005;
ALLALOUT, 2009; BELTRAN et al., 2005; TURA et al., 2007)relatam a relacdo da
estabilidade oxidativa do azeite de oliva com os compostos fendlicos, os quais
atuam como interruptores de radicais livres,e com acomposi¢cdo em acidos graxos,
pois 0 acido graxo monoinsaturado possui apenas uma ligacdo dupla, sendo menos
propenso a oxidacdo em comparagcdo com os poli-insaturados (FITO, DE LA
TORRE, COVAS, 2007).

No entanto, quando em altas concentra¢cdes, tanto os tocoferdis (vitamina E)
como o betacaroteno podem exibir atividade pré-oxidante em modelos de sistemas
in vitro(GORDON, 1996; ZAMBIAZI, 1997). Adicionalmente, as clorofilas podem
apresentar atividade pro-oxidante em 6leos e gorduras comestiveis, com evidente
prejuizo sobre a qualidade do 6leo. Em funcéo disso, as clorofilas e seus derivados
devem ser removidos dos 6leos durante o processo de refino com o intuito de
aumentar a estabilidade oxidativa (LEVADOUX et al., 1987; TAUTORUS e LOW,
1993). A atividade pro- oxidante da clorofila e de seus derivados em 6leos vegetais
ocorre na presenca de luz, principalmente na regido do ultra violeta, pois esta
molécula é fotossensivel, portanto, pode-se reduzir este efeito pela ndo exposicéo
direta do azeite a luz (ENDO, USUKI e KANEDA, 1984; ENDO, USUKI e KANEDA,
1985).

Além de contribuir para a estabilidade, o &cido oléico também demonstra
efeitos benéficos a saude. Estudos tém comprovado que esse acido graxo aliado
aos compostos bioativos conferem ao azeite de oliva propriedades antioxidativas,
anti-inflamatoria e hipolipidémica (PERONA, CABELLO-MORUNO e RUIZ-
GUTIERREZ, 2006).

2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo produtos oriundos do metabolismo secundario
dos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004). Uma grande variedade de derivados fendlicos
€ essencial para o crescimento e reproducdo das plantas, pois estes compostos
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agem como antipatdbgenos e atuam na protecdo contra predadores, como insetos
(BUTLER, 1992).

Em alimentos, os compostos fendlicos podem contribuir para o amargor,
adstringéncia, pigmentacdo, sabor, odor e estabilidade oxidativa dos produtos
(NACZK e SHAHIDI, 2004).

Geralmente a estrutura destes compostos compreende um anel aromatico,
com uma ou mais hidroxilas substituintes (Fig.1), variando desde moléculas fendlicas

simples até compostos altamente polimerizados (ROBBINS, 2003).

p-HPEA-EDA 3,4 — DHEA-EDA

Figura 1. Estrutura quimica dos principais alcodis fendlicos e derivados
sercoiriddidesdo azeite de oliva. p-HPEA — tirosol; 3,4-DHEA — hidroxitirosol;p-
HPEA-EDA- forma aldeidica do acido elendlico ligado ao tirosol; 3,4-DHPEA-EDA-
forma aldeidica do acido elendlico ligado ao hidroxitirosol.

Fonte: SERVILI et al. (2004)

Os compostos fendlicos fazem parte da “fracdo polar” do azeite de oliva
virgem, e para sua determinacdo existem diferentes métodos de andlise, sendo a
determinacdo espectrofotométrica do conteudo total de compostos fendlicos a mais
empregada. A analise de identificacdo dos compostos fendlicos pode ser realizada
por eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou por

cromatografia gasosa (CG). Esta Ultima tem como vantagem o baixo limite de
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deteccdo, porém requer a preparacao de derivados volateis e quimicamente estaveis
a altas temperaturas (ANGEROSA et al., 1995; TASIOULA-MARGARI e OKOGERI,
2001; MENDONCGCA et al., 2005; SAITTA et al., 2009).

Gimeno et al. (2002) investigaram o efeito do sistema de extragcdo, com
decantador de duas e trés fases, e do indice de maturacéo (IM) da oliva no contetdo
de compostos fendlicos do azeite de oliva. Estes autores observaram que o
conteudo de compostos fendlicos diminuiu com o amadurecimento da oliva, e que no
decantador de duas fases ocorreu maior preservacdo do conteiudo de compostos
fendlicos do que no processo de trés fases. Os teores de compostos fendlicos no
Oleo extraido do fruto verde (IM = 1,48 a 2,55) variaram entre 72 e 123 mg de &cido
caféico kg™ de azeite, e no fruto maduro (IM = 3,00 a 4,65) variaram entre 42 e 80
mg acido caféico kg™ de azeite.

O mesmo comportamento foi observado por Morell6, Romero e Motilva
(2004), que investigaram o efeito do grau de maturagdo da oliva nos teores de
compostos fenolicos em azeites oriundos de trés diferentes cultivares da Espanha. O
conteudo total de compostos fendlicos diminuiu com o avanco do estadio de
maturacdo, em todas as cultivares, apresentado teores entre 139 e 565 mg de acido
caféico kg™ de azeite. Morellé et al. (2003) analisaram dez amostras de azeite de
oliva de diferentes lugares da regido de "Les Garrigues” (Catalunha, Espanha) e
encontraram teor médio de 99 mg de &cido caféico kg™.

Allalout et al. (2009) encontraram para 0s azeites de oliva monovarietais
produzidos a partir de quatro variedades espanholas e gregas, cultivadas no modo
super intensivo (maior densidade de plantas) no norte da Tunisia, teores que
variaram de 108,3 a 236,5 mg acido gélico kg™ de azeite. Ocakoglu et al. (2009)
determinaram o conteldo total de compostos fenélicos em azeites oriundos de oito
variedades cultivadas na Turquia, em duas colheitas, obtendo teores minimos de
91,6 e maximo de 356,7 mg acido galico kg™, demonstrando que existe variacdo no
contetdo destes compostos em funcdo da safra e entre as variedades de oliva.
Bosseli et al. (2009) compararam trés diferentes temperaturas no processo de
extracdo (25 °C, 35 °C e 45 °C), em planta industrial, utilizando amostras de olivas
cultivadas em duas regides da Itadlia. Uma amostra foi constituida pela cultivar
Coratina e a outra por um “blend” das cultivares Frantoio e Leccino. O conteudo total

de compostos fendlicos no azeite aumentou com o0 aumento da temperatura, de 84
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(25 °C) para 143 mg é&cido galico kg™ (45 °C) para o “blend” e de 172 para 241 mg
acido galico kg™ para o azeite da cultivar Coratina.

Através destes estudos, percebe-se que ocorre grande variagcao nos teores de
compostos fendlicos em azeite de oliva (Tabela 1), em funcéo da cultivar, local de
cultivo, safra, indice de maturagdo do fruto e do modo e temperatura de extracdo do
azeite. Salienta-se que segundo a Commission of the European Communities, o
regulamento n.° 1019/2002 introduziu novas normas de comercializacdo para o
azeite, onde a indicacéo de extracao a frio s6 podera ser usada para azeites obtidos
em temperaturas abaixo de 27 °C (EUROPEAN UNION COMMISSION, 2002).

A determinacdo de compostos fendlicos por espectrofotometria fornece
conteudos totais, mas néo indica qual grupo ou substancia é predominante, sendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa e a cromatografia
gasosa (CG) as técnicas mais comumente utilizadas para a determinacdo de
compostos fendlicos individuais. De acordo com o exposto por Servili et al. (2004), o
azeite de oliva virgem contém diferentes classes de compostos fendlicos, tais como
acidos fendlicos e derivados, alcodis fendlicos, flavondides, secoiridoides e lignanas.
Tasioula-Margari e Okogeri (2001) isolaram por CLAE e caracterizaram por CG as
principais fracdes dos compostos fendlicos presentes no azeite de oliva virgem da
variedade de oliveira Lianolina, produzida na Grécia, por trés safras consecutivas.
Os compostos foram agrupados em fracfes, onde a primeira, representando menos
de 6%, correspondeu aos compostos fendlicos simples, sendo o tirosol (p-HPEA) e o
hidroxitirosol (3,4 — DHPEA) os predominantes. Da segunda a quarta fracdes
encontraram-se 0s compostos fendlicos complexos, dentre eles, compostos
contendo tirosol e hidroxitirosol. O perfil das amostras estudadas nos trés anos
consecutivos foi similar. Entre os compostos fendélicos complexos, os derivados do
tirosol e do hidroxitirosol corresponderam a mais de 70%.

Na Sicilia, Saitta et al. (2009)analisaram compostos fendélicos em trinta e
guatro amostras comerciais de azeites de oliva virgem, da variedade Nocellara Del
Belice. Os autores identificaram, por cromatografia gasosa com espectrometria de
massa (CG- MS), 27 compostosdescritos em azeites de oliva e a presenca de cinco
nao identificados anteriormente, que podem ser uma peculiaridade desta variedade
de oliveira. Os principais compostos fendlicos presentes nas amostras avaliadas
foram o tirosol (10,5 — 32,3 mg kg™?), hidroxitirosol (12,80 — 36,10 mg kg?) e seus
respectivos derivados, ligstrosideo-aglicona di-aldeido, p-HPEA — EDA, (66,80 —
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124 mg kg™) e oleuropeina aglicona di-aldeido, 3,4 - DHPEA — EDA, (84,20 — 156
mg kg™).

Suarez et al.(2008), utilizando cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC), analisaram amostras de azeite de oliva virgem oriundo do fruto da oliveira
da variedade Arbequina, na Espanha. Neste estudo, os compostos fendlicos mais
abundantes identificados foram os derivados secoiridoides 3,4 — DHPEA —EDA (152
mg kg™?) e p-HPEA — EDA (20 mg kg™). Entre os compostos fenélicos minoritarios
foram identificados os alcodis fenélicos como tirosol (3 mg kg™) e hidroxitirosol (2,50
mg kg?); os flavondides, principalmente a luteolina (4,10 mg kg™); e os &cidos
fendlicos, os quais totalizaram 1,40 mg kg™.

Resultados similares foram obtidos por Allalout et al. (2009) em azeites de
oliva monovarietais produzidos a partir de variedades espanholas (Arbequina,
Arbosana e Arbequina 1-18) e grega (Koroneiki), cultivadas no modo intensivo no
norte da Tunisia. Os compostos mais representativos, em todas as variedades,
foram os que contém a forma aldeidica do &cido elendlico ligado ao tirosol (p-HPEA -
EDA) e ao hidroxitirosol (3,4 - DHPEA - EDA), ligostroside aglicona (p-HPEA - EA) e
oleuropeina aglicona (3,4 - DHPEA —EA), os quais variaram de 21 - 62 mg kg™; 9 —
69 mg kgt; 2 - 6 mg Kg™; 8 - 37 mg kg, respectivamente.

Nesse mesmo estudo, foram encontradas quantidades consideraveis de
lignana pinoresinol, alcoois fendlicos hidroxitirosol e tirosol, e o &cido feldrico, os
quais variam, respectivamente de 8 a 13 mg kg™, de 2 a 28 mg kg, de 2 a 15 mg
kgt e de 2 a 19 mg kg™. Observou-se, em geral 0 mesmo perfil dos compostos
fendlicos nas amostras de azeite estudadas, entretanto foi encontrada uma grande
variacéo dos teores de cada componente em funcéo das diferentes cultivares.

Em estudo com azeites de oliva extra-virgem monovarietais, extraidos de seis
variedades de oliveira cultivadas na Turquia, foi avaliada por HPLC a distribuicéo
dos compostos fendlicos simples, acidos fendlicos e flavondides, em duas safras. Os
compostos fenolicos majoritarios encontrados, mediante comparacdo com 0s
tempos de retencdo dos padrdes, em mg kg™, foram o hidroxitirosol (0,07 a 5,78),
tirosol (0,25 a 19,30), acido vanilico (0,07 a 0,86), acido p-cumarico (0,01 a 0,96),
acido cinamico (0,04 a 2,55), luteolina (0,07 a 2,74) e apigenina (0,84 a 24,05)
(OCAKOGLU et al., 2009). Os autores concluiram que as cultivares de oliveiras
apresentam diferente distribuicdo de compostos fendlicos, sendo o perfil altamente

dependente da época da colheita.
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Observou-seque as quantidades dos compostos fendélicos em azeite de oliva
variam de tracos a niveis relativamente altos, sendo os &cidos e alcodis fendlicos

presentes em menores teores que os derivados secoiriddides (Tabela 1).

Tabela 1 — Contetdo de compostos fendlicos em azeite de oliva

Compostos fendlicos

Referéncia ) ) 5 p-HPEA - 3,4 - DHPEA -
Totais p-HPEA 3,4 — DHPEA ) )
EDA EDA

Gimeno et al. (2002) 42 — 123* - - - -
Morell6 et al. (2004) 139 - 565* - - - -

Bosseli et al. (2009) 84 — 241" - - - -
Ocakolu et al. (2009) 92 - 357" 0,3-19,3 0,07 -5,8 - -
Suarez at al. (2008) - 3,0 2,5 20,0 152
Allalout et al. (2009) 108 — 237" 8-13 2-28 21 -62 9-69
Saiita et al. (2009) - 11-32 13-36 67 — 124 84 — 156

* expressos em mg de acido caféico kg™ de azeite de oliva; ' expressos em mg acido galico kg™ de
azeite de oliva; 2 expressos em mg kg' de azeite de oliva;p-HPEA = tirosol; 3,4 — DHPEA =
hidroxitirosol; p-HPEA — EDA = forma aldeidica do acido elendlico ligado ao tirosol; 3,4 - DHPEA —
EDA = forma aldeidica do acido elendlico ligado ao hidrdxitirosol.

2.2 Tocoferois

O contetudo de tocoferéis em azeites de oliva € fator consideravel para
estimular o consumo deste produto, pois € um importante antioxidante natural
presente em 6leos vegetais (POKORMY, 1991).

Os tocoferdis (a, B, v, ©), Figura 2, juntamente com os tocotriendis (a, B, vy, 9),
sdo compostos lipossoluveis, designados genericamente como precursores da
vitamina E (KIM e GODBER, 2001), os quais atuam na interrupcdo da cadeia de
propagacdo de radicais livres, reduzindo o efeito de processos oxidativos
(HENNEKES e GAZIANO, 1993).

Portanto, os tocoferdis que se encontram na fracdo insaponificavel do azeite
de oliva, possuem importancia tanto do ponto de vista nutricional quanto da
estabilidade do azeite.

O a-Tocoferol tem sido encontrado como o tocoferol predominante no azeite
de oliva (Tabela 2), estando em menores quantidades o y e B-tocoferol, ndo tendo
sido detectado contetudos do & — tocoferol (BACCOURI et al., 2008; BELTRAN et al.,
2005; TURA et al., 2007).
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CH,

o - tocoferol: R, =R, = R, = CH,

B - tocoferol: R, =R, =CH,; R,=H
Y - tocoferol: R, = H; R, =R, = CH,
0 - tocoferol: R, =R, = H; R, = CH,

Figura 2. Estrutura dos tocoferoéis
Fonte: RAMALHO, JORGE (2006).

Beltran et al. (2005), observaram no azeite de oliva monovarietal de origem
espanhola (cultivar Hojiblanca), que o efeito de diferentes safras demonstrou ter
maior influéncia sobre o contetdo de tocoferdis do que o indice de maturacdo dos
frutos. O estresse hidrico influenciou, principalmente, no conteudo de a-tocoferol,
ocorrendo conteddos maiores em anos com pouca precipitacdo. Em geral, os teores
destes compostos reduziram ao longo do amadurecimento da azeitona, com
conteudo médio de trés safras consecutivas e nos diferentes indices de maturagéo

de 293; 3,30; e 5,20 mg kg™ para o a, B, y — tocoferol, respectivamente.

Tabela 2 - Contelido de tocoferdis em azeite de oliva

Tocoferdis (mg kg™)

Referéncia

Total a-Tocoferol B-Tocoferol y-Tocoferol
Matos et al. (2007) 138,5a298,0 188 a 291 09a1,0 0,0a16,1
Beltran et al. (2005) 248,0 a 381,0 232,04 374,0 1,7a 4,3 23al124
Baccouri et al. (2008) 137,7 a 495,2 120,6 a 478,1 3,4a12,8 4,8a18,2
Tura et al. (2007) 39,4 a425,9 38,7 a387,2 0,3a15,5 0,2a25,6

Conteudos similares foram observados por Matos et al. (2007) para os azeites
de oliva monovarietais oriundos das cultivares Cobrangosa, Madural e Verdeal
Transmontana, cultivadas no nordeste de Portugal. Em todas as cultivares o
conteudo de a — tocoferol reduziu com o aumento do indice de maturacédo, variando
de 291 para 221, de 219 para 202 e de 188 para 133 mg kg™, respectivamente. O
conteudo de [-tocoferol ficou praticamente constante enquanto que ocorreu

pequeno aumento no conteudo de y-tocoferol.
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Em outro estudo foi avaliado o azeite de oliva extra-virgem, cultivar Chétoui
(Tunisia), comparando o sistema de plantacdo irrigado e ndo irrigado. Os azeites
obtidos de olivas do sistema de plantacdo sem irrigacdo apresentaram maior
conteudo de oa-tocoferol. O conteudo de tocoferdis decresceu com o estadio de
amadurecimento das azeitonas, de 421,66 para 261,44 mg kg™, em ambos sistemas
de plantio. Na cultivar Chemlali, observou-se uma redu¢éo no conteudo de tocoferois
apenas nos estadios finais da maturacdo (BACCOURI et al., 2008).

Adicionalmente, ao analisar os fatores cultivar e ambiente, observou-se que
os tocoferéis foram influenciados pelo tipo de cultivar. Foram avaliadas 61 amostras
de azeite de oliva, obtidos em 4 anos consecutivos de 18 cultivares de oliveira. Os
teores de tocoferéis variaram entre 38,70 e 387,20 mg kg™ para o a-tocoferol; de
0,30 e 15,53 mg kg para o B-tocoferol; e 0,22 e 25,65 mg kg™ para o contetido de
y-tocoferol (TURA et al., 2007).

2.3 Pigmentos

Os carotenoides e as clorofilas sédo pigmentos naturais que conferem cor aos
alimentos, sendo 0s principais responsaveis pela coloracdo do azeite de oliva virgem
e extra virgem, que variam de amarelo esverdeado ao verde dourado (AYUSO,
HARO e ESCOLAR, 2004; ESCOLAR, HARO e AYUSO, 2007). Os carotendides
conferem coloracdo amarelada, destacando-se a luteina e o B-caroteno, enquanto
qgue as clorofilas conferem coloracdo esverdeada (STANCHER, ZONTA e BOGONI,
1987; GANDUL-ROJAS e MINGUEZ-MOSQUERA, 1996).

Além da cor, as clorofilas e os carotendides desempenham papel importante
na estabilidade oxidativa dos azeites, devido a atividade antioxidante de
algunscarotendides, como [(-caroteno e luteina, e da atividade pro-oxidante das
clorofilas na presenca de luz (SCHWARTZ e LORENZO, 1990).

Componentes das fracbes de clorofila e de carotendides presentes no azeite
virgem monovarietal, cultivar Arbequina (Catalunha, Espanha), foram avaliados por
CLAE, durante duas safras consecutivas diferentes indices de maturacdo. O teor de
carotendides totais foi de 5,80 a 2,60 mg kg™ e de 9,50 a 2,20 mg kg™ nos diferentes
anos, sendo predominante a luteina e o trans-B-caroteno. Dentre as clorofilas,
destacou-se a clorofila a, com contetidos de 0,50 a 2,30 mg kg™ na primeira safra e
de 0,30 a 5,40 mg kg™ na segunda, sendo que a clorofila total foi em média de 2,30

e 4,70 mg kg?, para a primeira e segunda safra, respectivamente. As diferencas
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quantitativas foram atribuidas aos diferentes estadios de maturagdo, onde a maior
concentracdo de pigmentos foi obtida a partir de olivas comestadio de maturagao
gue apresentaram pequenas manchas avermelhadas (CRIADO et al., 2008). Estes
mesmos autores observaramuma reducdo da fracdo de clorofila a e b,
principalmente da clorofila a, a qual foi completamente degradada entre o0 6° e 0 12°
més de armazenamento do azeite na auséncia de luz, em frascos de vidro ambar
fechados com atmosfera de nitrogénio a 4 °C, envolvendo provavelmente uma
transformacao em seus derivados.

Os principais componentes da fracdo dos carotendides, luteina e -caroteno,
demonstraram grande estabilidade no armazenamento do azeite, mesmo apoés os 24
meses, onde a retencdo da pro-vitamina A foi proxima de 80%, confirmando assim, a
grande estabilidade desta fracdo quando o azeite virgem €é armazenado em
condi¢bes com auséncia de luz.

Adicionalmente, Baccouri et al.(2008) encontraram correlacdo negativa, para
todas as amostras de azeite de oliva monovarietal oriunda da Tunisia, entre o
conteudo dos pigmentos e o indice de maturacdo. Os conteudos foram de 9,30 e
19,80 mg kg™ para o inicio do amadurecimento da oliva, e de 1,66 e 3,66 mg kg™ no
estadio final de maturacdo das olivas, os quais foram avaliados por
espectrofotometria, respectivamente para os carotenodides (448 e 475 nm) e
clorofilas totais (670 nm).

Tura et al. (2007) analisaram 22 amostras de azeite de oliva, obtidos de
diferentes cultivares de oliveira, em um mesmo pomar na Italia, onde verificaram o
efeito dos fatores cultivar e ambiente. Os autores observaram que o contetdo dos
pigmentos variaram entre 1,40 e 27,40 mg kgt e entre 0,60 e 50 mg kg?,
correspondente aos carotendides e clorofilas totais, rescpectivamente. Essa grande
variacdo no conteudo dos pigmentos demonstra a influéncia das diferentes
cultivares.

Além disso, verificou-se que tanto para os componentes clorofilicos quanto
para os carotenoides, ha elevacdo dos conteudos no azeite de oliva quando se
realiza o tratamento térmico (60 a68°C) prévio ao processo de extracdo,
especialmente para o contetdo de luteina (incremento de 2,2 vezes) e da clorofila a
(incremento de 2 a 7 vezes), possivelmente pela reducdo da atividade da enzima
lipoxigenase (LUACES et al., 2005).
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Por outro lado, niveis muito baixos de carotenoides foram encontrados em
azeites de oliva oriundos de diversas cultivares e regides geograficas da Grécia,
onde os contelidos variaram de 0,20 a 3,90 mg kg™ e de 0,40 a 5,10 mg kg™ para a
luteina e B — caroteno, respectivamente (PSOMIADOIU e TSIMIDOU, 2001).

Além dos fatores como indice de maturacédo e de variedades, o0 processo de
extragcdo e condicbes de armazenamento do azeite virgem, determinam o teor
destes pigmentos, 0s quais apresentam uma ampla faixa de conteidos em azeite de

oliva (Tabela 3).

Tabela 3 - Conteudo de pigmentos em azeite de oliva

_ Pigmentos (mg kg™)
Referéncia

Carotendides P - caroteno Clorofilas Clorofila a

Criado et al. (2008) 2,2a95 - 23a4,7 03ab54
Psomiadoiu, Tsimidou (2001) 0,4ab5,1 17a 43 23al24
Baccouri et al. (2008) 9,3a19,8 - 1,7a3,7 -

Tura et al. (2007) 14a27,4 - 0,6a50 -

2.4 Acidos graxos

O perfil de acidos graxos também determina a qualidade do azeite de oliva, o
qual segue um padrao especifico, apresentando como acido graxo (AG) majoritario o
acido oléico. Para ser considerado extra virgem, além de outros parametros de
qualidade, o contetdo de &cido oléico deve representar de 55 a 83 % dos acidos
graxos presentes no azeite, segundo o estabelecido pela regulamentacdo nacional
(BRASIL, 2012).

Beltran et al.(2005), determinaram a composi¢cdo em acidos graxos no azeite
de oliva espanhol monovarietal (cultivar Hojiblanca) de trés safras consecutivas, e
encontraram como componentes majoritarios o acido oléico, seguido do palmitico e
do linoléico, os quais, em média, representaram, respectivamente 70,5 a 78,9 %;
9,9a 13,0 %; e 5,6 a 10,7 %.

Azeites de oliva monovarietais portugueses oriundos das cultivares
Cobrancosa, Madural e Verdeal Transmontana, foram avaliados considerando os
diferentes indices de maturacdo das azeitonas. Entre todas as cultivares, 0s
conteudos de acido oléico (71,2 - 81,6 %), linoléico (2,5 - 12,8 %) e palmitico (9,0 -
10,9 %) demonstraram pouca alteracdo em funcéo do estadio de maturacéo do fruto,

observando-se uma tendéncia de aumento do acido oléico no inicio do periodo de
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maturacdo e uma reducdo progressiva deste conteaddo com o aumento do grau de
maturacado da oliva (MATOS et al., 2007).

A mesma tendéncia, porém com variacdo maior, foi observada por Baccouri et
al. (2008) para o &cido linoléico, com um aumento médio de 63 % deste acido graxo
no final do periodo de maturagdo. No entanto, o conteldo de acido oléico
apresentou comportamento inverso, com redu¢do média de 8% no final do periodo
de maturacdo em relacéo ao conteudo nas azeitonas no indice inicial de maturacéao.
Os contetudos médios dos acidos graxos majoritarios foram de 67,8; 14,12 e 12,71
%, para os AGs oléico, linoléico e palmitico, respectivamente.

Estes dados sdo suportados por Gdémez-Rico et al. (2007), os quais
demonstraram que durante o amadurecimento do fruto ocorre o aumento do teor de
acido oléico, envolvendo a queda do contetudo do acido palmitico, devido a atuacéo
de enzimas alongases e dessaturases. Também ocorre aumento do teor de &cido
linoléico oriundo da transformacéo do &cido oléico por atividade enzimética (oleato
dessaturase) durante a biossintese dos acidos graxos. Os conteddos dos outros
acidos graxos mantiveram-se praticamente inalterados durante o amadurecimento.
Comparando azeites de oliva monovarietais produzidos a partir de diferentes
cultivares no norte da Tunisia, observou-se que o0 azeite da variedade grega
Koroneiki apresentou o maior contetdo de acido oléico (75,5% + 0,1), enquanto que
o azeite da cultivar espanhola Arbequina apresentou as menores proporcdes
relativas (58,8 % = 2,7). Os teores dos acidos graxos palmitico e linoléico foram de
11,6 (Koroneiki) a 17,8 % (Arbosana), e de 8,6 (Koroneiki) a 12,9 % (Arbequina),
respectivamente (ALLALOUT et al., 2009).

A mesma tendéncia foi observada por Tura et al. (2007), os quais concluiram
que a cultivar e o local de cultivo influenciam na proporcéo dos acidos graxos.

N&o foi observada diferenca significativa entre o perfil de acidos graxos em
azeites de oliva obtidos de frutos antes e ap0s ocorrer a injuria pelo frio. Em média,
antes e apoOs a injuria, o conteudo dos acidos oléico, palmitico e linoleico foi
respectivamente de 71,4 e 71,7; 13,9 e 13,8; e de 10,6 e 10,4 % (MORELLO et al.,
2003).

O perfil dos acidos graxos encontrado para azeites obtidos de oliveiras
introduzidas no Sul de Minas Gerais (Brasil) demonstrou que todas as variedades
avaliadas apresentaram conteddos dentro dos parametros estipulados pela

regulamentacao nacional (BRASIL, 2012), apresentando diferenca significativa para
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0 acido oléico entre as variedades, cujo percentual variou de 65,5+ 0,4 a 78,5+ 1,3
% (CARDOSO et al., 2010).

E importante ressaltar ainda, que além dos antioxidantes presentes no azeite
de oliva, a razdo entre os acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados
apresentam correlagao positiva com a estabilidade oxidativa do azeite. Em amostras
de azeite de oliva esta razao varia, em média, de 4,9 a 13,7 (AGUILERA et al., 2005;
ALLALOUT et al., 2009; BACCOURI et al., 2008; BELTRAN et al., 2005).

Portanto, além de outros fatores, a composicdo em acidos graxos do azeite
de oliva pode ser influenciada pelo indice de maturacao, cultivar e diferentes locais

de cultivo.

3 Beneficios a saude

Em funcdo do aumento da incidéncia de doengas crbnicas, tem-se observado
uma maior preocupacéo relacionada ao papel dos constituintes da dieta na génese e
na prevencdo de doencas e seus mecanismos de a¢do, sendo a mesma, alvo de
varios estudos.

Ebaid et al. (2010) avaliaram, em ratos Wistar do sexo masculino, o efeito do
azeite de oliva e de seus compostos fendlicos sobre as alteracbes metabdlicas
cardiacas induzida pela obesidade. O estudodemonstrouque azeite de oliva,
oleuropeina e &cido caféico, adicionados a dieta padrdo aumentaram o catabolismo
da gordura e otimizaram o metabolismo energético cardiaco nos ratos obesos. Além
disto, foi observado que o azeite de oliva e seus compostos fendlicos reduziram o
estresse oxidativo do miocardio em condi¢des de alimentacdo padréo.

Além deste estudo, também se observou correlagdo entre a inibicdo da
oxidacdo doLDL (lipoproteina de baixa densidade) e um aumento na concentragao
de tirosol em extrato fendlico de azeite de oliva incubado in vitro (COVAS et al.,
2000), demonstrando a capacidade de ligacdo dos compostos fenolicos ao LDL.
Adicionalmente, Lamuela-Raventds et al.(2004), demonstraram em um estudo de
intervencdo dietética, que o consumo de azeite de oliva e dieta mediterranea por
mais de uma semana, resultou em aumento dos compostos fendlicos no LDL.

No entanto, em estudo in vivo com consumo de azeite de oliva virgem, De La

Torre-Carbotet al. (2010) ndo observaram aumento nos niveis de sulfato de tirosol
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ligado ao LDL, mas obseravaram aumento de monosulfato de hidroxitirosol e de
sulfato acido de homovanilico (p <0,05), enquanto as concentragdescirculantes
demarcadoresde oxidacdo, incluindo dienos conjugados e LDL oxidada,
demonstraram uma reducéo (p<0,05), sendo que este ultimo apresentou correlacao
negativa comosniveis de fenol-LDL(p =0,013). Assim, os autores concluiram que a
concentracdo de fendis no azeite modula o conteudo fendlico metabdlito na LDL
apos consumo diario. A relacao inversa desses metabdlitos como grau de oxidacéo
do LDL, suporta a agdo antioxidante in vivo dos compostos fendlicos presentes no
azeite, ndo sendo observados esses efeitos com o consumo de azeite de oliva
refinado.

Segundo Huang e Sumpio (2008), varias evidéncias sugerem que O0S
componentes do azeite de oliva extra virgem exercem efeito benéfico sobre a saude
cardiovascular. Covas (2007) salienta que os beneficios do consumode azeite vao
além de uma simples redugdo do colesterol LDL, onde dietas ricas em azeite
reduzem as necessidades de insulina e diminuem a concentracdo plasméatica de
glicose em pacientes diabéticos tipo 2, em comparacdo como efeito de dietas com
baixo teor de gordura total (com alto teor de &cidos graxos saturados) e ricas em
carboidratos. Adicionalmente, o LDLenriquecido com acido oléico é mais resistente
as modificacdes oxidativas, estando também relacionado como teor de compostos
fendlicos do azeite de oliva. Os autores concluiram que o azeite influencia as
funcdes do endotélio, como a vasodilatacdo endotélio-dependente e uma reducédo da
capacidade do LDL, enriqguecido com &cido oléico, em promover a adesdo e
quimiotaxia de mondcito, reduzindo o ambiente pré-trombotico, modificando adeséo
plaguetéaria, coagulacgéo e fibrindlise.

De acordo com relatos de Ruiz-Canela e Martinez-Gonzalez (2011), o azeite
de oliva, além de reduzir os niveis de LDL mantém ou aumenta os niveis de HDL
(lipoproteina de alta densidade). Portanto, os compostos fendlicos (hidroxitirosol
eoleuropeina) constituintes do azeite virgem, sdo potentes eliminadores de radicais
superoxido e inibidores da oxidacdoda LDL, atuando na protecdo de doencas
cardiovasculares, pois a preservacao da funcdo endotelial € um mecanismo-chave
para a prevencao da aterosclerose.

O consumo de azeite de oliva extra virgem por individuos sadios
(normolipidémicos) apos 2 e 6 hs, induziu a uma reducdo significativa dos

marcadores inflamatdrios TXB2 (tromboxano B2) e LTB4 (leucotrieno B4). Ao
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mesmo tempo foi observado um aumento da capacidade antioxidante do soro,
sendo que os mesmos efeitos ndo foram observados quando foi administrado éleo
de milho e azeite de oliva. Este estudo sugere que o azeite de oliva extra virgem
pode exercer atividade cardioprotetora, embora de forma limitada, no estado pos-
prandial. Estes dados adicionam mais evidéncias a hipotese de que as propriedades
cardioprotetoras da dieta mediterranea s&o, pelo menos em parte, devido ao
consumo de azeites de oliva virgem (rico em antioxidantes), principalmente em
relacdo ao contetdo de componentes fendlicos (BOGANI et al., 2007).

Foi observada uma repressao da transcricdo do HER-2/neu, um gene de expressao
em células cancerigenas de mama, ovario de estdmago, através da acdo da
proteina PEA3 induzida pelo acido oléico, podendo representar um novo mecanismo
que correlaciona “dieta mediterrénea” e cancer (MENENDEZ et al., 2006).

Doses dos 6leos de canola e de oliva (5 mL kg™®) ndo demonstraram
citotbxidez nem mutagénicidade, mas apresentaram efeito protetor contra
aberracdes cromossomais cisplatina induzida (p>0,05) em células da medula 6ssea
de ratos. Os azeites de oliva e oliva virgem foram mais efetivos na inibicdo do dano
citogenético induzido por drogas antitumorais do que os 6leos de canola e de milho
(p>0,05) (EVANGELISTA, ANTUNES e BIANCHI, 2006).

Motilva et al. (2008), utilizando modelos experimentais em ratos alimentados
com dietas padrdo a adicionadas com azeite de oliva extra virgem, demonstraram
areducdo de indicadores pro-inflamatérios gastricos, incluindo a mieloperoxidase
(biomarcadorde leucdcitos) e producdo de fator de necrose tumoral-a (FNT-a),
induzida pela indumetacina. Os anti-inflamatoérios nao esteréides (AINES) estimulam
as moléculas de adesinas e a infiltracdo de leucdcitos, os quais, quando ativados,
liberam véarios mediadores, tais como radicais livres ou citocinas pré-inflamatérias.
FNT-a tem sido implicado na inducdo do processo adesivo observado apos a
administracdo do AINE e asupressdo da sua producao facilita a cicatrizacdo da
Ulcera. Portanto, o uso de azeite virgem, como recurso de lipidios da dieta,
desempenha um papel benéfico nos mecanismos de defesa gastrica, favorecendo a
eficiéncia da barreira mucosa, através da secrecdo de muco e os efeitos
apoptaoticos, reduzindo a resposta inflamatoria.

Um estudo duplo-cego randomizado, realizado por Webb et al. (2008),
resultou em maiores niveis de &cido oléico nos fosfolipidios plasmaticos (33,1 % +

6,4) em comparacdo com uma emulsdo a base de soja (18,6 % + 2,4)em recém-
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nascidos. Além disso, o aumento dos niveis de acido linoléico no fosfolipideo
plasmatico foi atenuado em recém-nascidos recebendo &cido oléico (12,6 % + 3,0).
N&o foram observadas diferencas nos niveis plasmaticos de isoprostano-F2 de
acordo com o tipo de emulséo lipidica recebido, embora o alto teorde a-tocoferol
contido na emulsdo a base de &cido oléico pode o ferecer um efeito antioxidante e
reduzir o risco de peroxidacado lipidica. A emulsdo a base de acido oléico foi bem
tolerada em recém-nascidos criticamente doentes, no entanto, a investigacao dos
potenciais beneficios a longo prazo de fornecer um equilibrio mais adequado de
acidos graxos w-6:w-3 no recém-nascido em rapido crescimento requer um estudo

mais aprofundado.

4 Consideracdes Finais

Além dos &cidos graxos, o azeite de oliva é fonte de diversos compostos
bioativos, como compostos fendlicos, tocoferdis e carotendides o0s quais
desempenham acoes antioxidantes, imunomoduladoras, antitumorais,
antiinflamatdrias, entre outras, constituindo-se em fatores importantes para estimular
o consumo do produto. Estudos a longo prazo e mais intensos sao necessarios para
gque se possa estabelecer de forma mais clara os mecanismos de acdo e a
correlagcdo dos compostos bioativos presentes no azeite de oliva e os beneficios
observados com o seu frequente consumo.

A composicdo em &cidos graxos e o conteudo dos compostos bioativos no
azeite variampricipalmente, segundo a cultivar, o grau de maturacdo da azeitona e

em funcao do local de cultivo.
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Resumo

No estado do Rio Grande do Sul/Brasil as pesquisas em olivicultura reiniciaram no
ano de 2005, porém ainda ndo se conhece as principais caracteristicas dos azeites
obtidos dessa regido. Diversos fatores influenciam a qualidade do azeite de oliva,
incluindo variedade e as condi¢Bes de solo e clima de cultivos. Este estudoteve por
objetivo avaliar a qualidade, incluindo o conteddo de fitoquimicos, decinco tipos de
azeites de oliva monovarietais produzidos na regido sul do Rio Grande do Sul, na
safra 2010/11. As amostras de azeites oriundos das cultivares Grapollo e Manzanilla
foram obtidas de uma unidade experimental situada na cidade de Dom Pedrito e os
azeites das cultivares Arbequina, Arbequina Maria da Fé e Koroneiki, foram obtidos
de oliveiras cultivadas na EMBRAPA/Pelotas. As amostras foram avaliadas quanto
aos parametros de identidade e qualidade, conteido de compostos bioativos e perfil
de &cidos graxos. Quanto aos parametros de qualidade, com excecdo do azeite da
cv. Arbequina,no qual a absorbancia no ultravioleta (K232nm=2,62) esteve acima do
limite para azeite deoliva extra-virgem, todas as demais amostras de azeite
apresentaram indices compativeis com azeite de oliva extra-virgem. O azeite da cv.
Grapollo apresentou os maiores teores de tocoferéis, de compostos fendlicos e de
carotendides; enquanto que o azeite da Manzanilla apresentou o maior contetdo de
clorofilas. O acido oléico foi o acido graxo majoritario em todas as amostras de
azeites, variando entre 63,6 e 77,6%. Todas as amostras de azeite de oliva foram
caracterizadas como virgem, proprias para consumo humano segundo a legislacdo

brasileira e o conselho oleicola internacional.
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Palavras-Chave: Extra-virgem. Qualidade. Antioxidante. Acidos graxos. Compostos
fendlicos. Tocoferois.

Abstract

Olive research began in 2005 in the state of Rio Grande do Sul/Brazil, but still is not
known the characteristics of the oilsproduced in this region. Several factors influence
the quality of olive oil, including variety and soil conditions and climate crops. This
study aimed to evaluate the quality, including the content of phytochemicals, from
five monovarietal olive oils produced in south of Rio Grande do Sul in 2010/11
season. Samples of oils from Grapollo and Manzanilla cultivars were obtained from
an experimental unit in Don Pedrito city and Arbequina, Arbequina Maria da Fé and
Koroneikioils from olives grown at EMBRAPA / Pelotas. Samples were analyzed for
identity and quality parameters, bioactive compounds and fatty acid profile. To quality
parameters, with the exception of Arbequina olive oil, in which the absorbance in the
ultraviolet (K232 nm) was 2.62, all other oil samples showed levels consistent with
olive oil extra virgin. Grapollo olive oil showed the highest levels of tocopherols,
phenolic compounds and carotenoids, whereas the Manzanilla olive oil showed the
highest chlorophyll content. Oleic acid was the major fatty acid present in all olil
samples, ranging from 63.6 to 77.6%. All samples of virgin olive oil were fit inside of
the characteristics for human consumption according to Brazilian legislation and the

International Olive Council.

Keywords: Extra virgin. Quality. Antioxidant. Fatty acids. Phenolic compounds.

Tocopherols.

1. Introducéo

A oliveira (Olea europaea) tradicionalmente é cultivada em paises como
Espanha, Itdlia e Grécia, paises que além de serem grandes produtores, também
sdo importantes consumidores de azeite de oliva virgem. Nos Ultimos anos,
observou-se um aumento no consumo mundial de azeite de oliva virgem e virgem-
extra, principalmente em funcdo da alegacdo de conter alto conteldo de compostos
bioativos. Este comportamento também foi observado no Brasil, onde no periodo de

2005/06 a 2011/12 verificou-se um aumento no consumo do azeite de oliva
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em136%, atingindo a importacdo de 61,5 mil toneladas na ultima safra (I00C,
2013).

O azeite de oliva tem despertado interesse da comunidade cientifica por
apresentar alto percentual de acido oléico, que é um acido graxo monoinsaturado
relacionado com a reducao de risco de doencas cardiovasculares (Ruiz-Canela;
Martinez-Gonzalez, 2011). Além disso, o azeite de oliva contém tocoferdis e
compostos fendlicos, os quais apresentam reconhecida atividade antioxidante,
contribuindo tanto para as propriedades benéficas a saide humana quanto para a
estabilidade oxidativa do 6leo (Baccouri et al.,, 2008). Adicionalmente a essas
substancias, o baixo contetdo em acidez livre e indice de perdxidos também estéo
relacionados com a qualidade do azeite de oliva.

Além da cultivar, a qualidade final do azeite de oliva € influenciada, pelas
praticas culturais, indice de maturacéo das olivas (IM), bem como pelos cuidados na
colheita e no processo de extracdo do azeite (Beltran et al., 2005; Baccouri et al.,
2008; Allalout et al., 2009). Adicionalmente, Aguilera et al. (2005), Longobardi et al.
(2012) e Giuffrida et al. (2011) observaram que a proporcdo dos principais acidos
graxos e o conteldo de antioxidantes naturais diferem dependendo do local de
crescimento.

O cultivo da oliveira foi intensificado e expandido da sua regido de origem
para outros continentes, como Ameérica do Sul, América do Norte e para alguns
paises da Asia. O Brasil retomousuas pesquisas em olivicultura em 1986, no estado
de Minas Gerais, e em 2005 no Rio Grande do Sul por meio da Embrapa Clima
Temperado. Visando a definicdo de locais para implantacao dos olivais, foi realizado
um zoneamento agroclimatico para o Rio Grande do Sul, o qual apontou que as
melhores regides para o plantio situam-se no Oeste e na Metade Sul do estado,
onde a umidade relativa do ar € menor, principalmente na fase de florescimento das
oliveiras, o que favorece a producéo de frutos (Coutinho et al., 2009).

A area cultivada com oliveiras no RS compreende526 ha (EMATER, 2013),
apresentando em 2010 a primeira comercializacdo de azeite brasileiro em escala
comercial, oriundo do municipio de Cachoeira do Sul (Olivas do Sul, 2011). Isto
indica o grande potencial dessa cultura e uma excelente alternativa de producéo e
de renda para a agricultura galcha, assim como para a industria € 0 comércio.

Considerando a inexisténcia de informagfes sobre as caracteristicas dos

azeites produzidos na regido sul do Rio Grande do Sul, objetivou-se avaliar a
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qualidade, incluindo o conteudo de fitoquimicos, dos azeites de oliva monovarietais
produzidos nos municipios de Pelotas e Dom Pedrito.

2. Metodologia

2.1 Padrbes Cromatograficos

Os padrdes & e y-Tocoferol (pureza de 90% e = 96%, respectivamente) foram
adquiridos da Sigma Co. (St. Louis, EUA) e o a-Tocoferol (99% de pureza) da Merk
(Darmstadt, Alemanha). Uma mistura de ésteres metilicos dos acidos graxos
caproico, caprilico, céprico, caproléico, laurico, dodecendico, miristico, miristoléico,
palmitico, palmitoléico, margéarico, heptadecendico, esteéarico, oléico, linoléico,
linolénico, araquidico, gadoléico, eicosadiendico, eicosatriendico, eicosatetraendico,
behénico, erdcico, docosadiendico, docosatriendico, tetraenoico, lignocérico e

nervonico, foi adquirida da Sigma Co. (St. Louis, EUA).

2.2 Caracterizacdo das amostras

Azeites monovarietais foram obtidos de oliveirasdas cultivares Grapollo e
Manzanilla (safra 2010/2011) cultivadas em Dom Pedrito, Rio Grande do Sul (Brasil),
municipio localizado préximo a fronteira com o Uruguai (Latitude: -31° 19' 53" S,
Longitude: -54° 06' 25" O; altitude média de 212 m; precipitacdo média na safra de
95,4 mm; temperatura média na safra de 19,52 °C; UR média de 77,0 %; solo classe
Luvissolo Hipocromico Ortico ). As oliveiras foram conduzidas em sistema de vaso
policonico. Outros trés azeites extra virgem foram obtidos de oliveiras ‘Arbequina’,
‘Arbequina Maria da Fé’ (AMF") e ‘Koroneiki’, todas pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Clima Temperado localizado em Pelotas, Rio Grande do
Sul (Brasil) (Latitude 31° 40" 48.48" S, Longitude 52° 26' 42.71" O; altitude 57 m
acima do nivel do mar; precipitacdo média na safra de 104 mm; temperatura média
na safra de 18 °C; UR média de 82,0%; solo classe Argissolo Vermelho-Amarelo).

As oliveiras foram conduzidas em sistema de vaso policénico.

Na Tabela 1 observam-se os dados de cada cultivar na safra 2010/11, relativo

a idade das plantas, data de colheita e indice de maturacéo (IM)
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Tabela 1. Caracterizacdo da amostra por cultivar, safra 2010/11

Grapollo Manzanilla  Arbequina AMF** Koroneiki

Idade plantas (anos) 7 7 5 5 5
Data de colheita 15/03 15/03 02/03 08/03 28/04
IM* 3,0 3,3 2,9 2,8 3,0

* IM = indice de maturacéo; **AMF = Arbequina Maria da Fé

Para determinacao do IM, foram colhidos frutos em quatro quadrantes da planta
(L, W, N, S), de partes superiores, médias e inferiores da copa, e selecionados
aleatoriamente 100 frutos isentos de sintomas de doencas ou lesdes, classificados

conforme a coloragao da epiderme e calculado segundo Beltran et al. (2004).

2.3 Extracao do azeite

Os frutos (40 kg de cada -cultivar) foram colhidos manualmente e
transportados até o municipio de Cachoeira do Sul, onde foram submetidos ao
processamento ainda no mesmo dia da colheita. Para a obtencédo dos azeites, as
folnas e os frutos que apresentavam sintomas de doencas ou lesBes foram
separados, as azeitonas lavadas em &gua corrente e a extracdo realizada em
moinho "Spremoliva 10", baseada num principio de extracdo a frio por duas fases.
Apébs a extracdo, cerca de 500 mL de azeite, por cultivar, foram filtradoso azeite foi
filtrado para eliminar as sedimentacgdes (impurezas) e armazenados a -80°C.

2.4 Determinacdes

Relacé&o polpa caroco

Relac&o do peso da polpa (g) del00 frutos com o peso (g) do caroco, medidos em
balanca analitica.

Rendimento de extracdo (%)

O rendimento em azeite para cada cultivar foi avaliado pelo contetudo (kg) de matéria

graxa extraida por processo mecéanico, em relacdo ao peso dos frutos.

indice de Refracéo
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Determinado utilizando um refratdbmetro de ABBE, com banho a 20°C, ajustando
previamente com agua destilada (BRASIL, 2005).

Absorcéo especifica a 232 e 270 nm
Realizada pela leitura em espectrofotometro, de acordo com o método COI/T20/Doc.
n°. 19/Rev. 3 (I00C, 2010).

Acidez livre (Ca a-40)

Determinada pela titulagdo com élcali, segundo metodologia da AOCS (1992), sendo
os resultados da acidez livre expressos em percentual de acido oléico (g acido oléico
100g™).

indice de Perdxidos (Cd 8-53)
Determinado pela reagdo com iodeto de potassio e titulagdo com tiossulfato de
sédio, segundo metodologia da AOCS (1992), expressando em miliequivalentes de

oxigénio ativo por quiilograma de 6leo (meq.0-kg™).

Perfil de &cidos graxos

A composicado em &cidos graxos dos azeites foi determinada por cromatografia em
fase gasosa, na forma de ésteres de acidos graxos, previamente preparados atraves
da técnica de derivatizacdo descrita por Zambiazi et al. (2007). As andlises foram
realizadas em cromatografo gasoso-CG (Perkin Elmer Clarus500), provido com
detector FID, coluna capilar (Phenomenex) fase liquida constituida de 5% de fenil,
95% de dimetilpolisiloxano, de dimensdes 15 m x 0,32 mm x 0,1 pm, injetor
automatico com capacidade de 5 yL. Os dados foram adquiridos e processados com
auxilio do software Clarus 500. Utilizou-se gradiente de temperatura, com
temperatura inicial da coluna de 90 °C, mantida por 1 min; apos, passou para 160 °C
com incremento linear de 12°C min™, mantida por 3,5 min; seguindo a 190 °C com
incremento linear de 1,2 °C min™’; e finalmente a 230 °C com incremento linear de
15°C min®, mantida por 15 min. O injetor e o detector foram mantidos na
temperatura de 230 °C e 240 °C, respectivamente. Utilizou-se o nitrogénio como gas
de arraste a 1,5 mL m™. Os &cidos graxos foram identificados por meio da
comparacado com os tempos de retencdo dos padrdes e o teor de cada &cido graxo

nas amostras de azeite foi calculado de acordo com a area de cada um dos picos
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obtidos nos cromatogramas, multiplicadas por 100 e dividido pela area total de

acidos graxos da amostra, sendo os resultados expressos em porcentagem relativa.

Compostos fendlicos

A extracdo da fracdo fendlica foi realizada conforme metodologia descrita por
Baccouri et al (2008), com poucas modificagbes. Consistiu em adicionar 4 mL de
solucéo alcodlica (metanol:agua, 60:40, v/v) em 4 g de amostra dissolvida em 2 mL
de hexano. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 1490g.
A fase hidroalcodlica foi transferida para um funil de separacdo, e a fase oleosa
(hexanica) foi re-extraida mais duas vezes com 4mL da solucéo alcodlica em cada
etapa. Finalmente, a fracdo hidroalcodlica total obtida foi lavada com 4 mL de n-
hexano para remover o 6leo residual e concentrada a vacuo em rotaevaporador
(Laborota 4000, Heidolph®) a 40°C. Ressuspendeu-se o extrato em 5 mL de
metanol. A reacdo colorimétrica para a determinacdo do teor total de compostos
fendlicos foi por meio da adicdo do reagente Folin-Ciocalteau em 1 mL do extrato. A
leitura da absorbancia da amostra foi realizada em espectrofotémetro (Ultrospec
2000) a 765 nm. Para a quantificacdo, procedeu-se a elaboracao da curva padrao de
acido galico sendo os resultados expressos em mg de &cido galico kg™ azeite
(Vazquez Roncero; Janer del Valle; Janer del Valle, 1973).

Tocoferois

Pesou-se 150 mg de azeite de oliva em baldo volumétrico de 5 mL e completou-se o
volume com isopropanol. O extrato foi transferido para tubos “eppendorf’,
centrifugou-se nas condi¢cdes de 9.000 g por 6 minutos, utilizando-se o sobrenadante
para a avaliagdo dos tocoferois por cromatografia liquida, realizada segundo descrito
por Pestana et al. (2008). Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE (SHIMADZU), constituido por um modulo de mistura dos solventes
LC-10ATVP, desgaseificador FCV-10ALVP, bomba reodine DGU-14A, sistema de
controle SCL-10AVP, forno da coluna CTO-10-ASVP e amostrador automatico SIL-
10AF. A separacao foi realizada em uma coluna analitica de fase reversa, Synergi
Fusion RP-80A (Phenomenex®) (4,6cm x 150mm x 4um), tendo-se injetado 10 pL de
amostra. Utilizou-se o detector de fluorescéncia com excitagdo de 290nm e emissao
a 330nm. Os dados foram adquiridos e processados com uso do software Class-VP.

Foi utilizado como fase maével inicial acetonitrila:metanol:isopropanol nas proporcdes
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50:40:20  (v/vlv) por 10 minutos; alterando-se linearmente  para
acetonitrila:metanol:isopropanol (30:65:5, v/v/v) até atingir 12 minutos; e retornando
linearmente para a fase moével inicial até 15 minutos de analise. Utilizou-se fluxo
constante de 1 mL min™. Para realizar a identificacdo e quantificacdo dos tocoferéis,
utilizou-se curva de calibragdo com os padroes de 0, y e a-tocoferdis. Os resultados

foram expressos em mg kg™ de amostra.

Carotenoides

Para a determinacdo de carotendides foram utilizadas 2,5 g de azeite de oliva, que
foram dissolvidas com solugdo de isooctano:etanol (3:1, v/v) em baldo volumétrico
de 10mL. A absorcdo da amostra foi determinada em espectrofotbmetro (Ultrospec
2000) a 450nm, segundo descrito por Zambiazi (1997). O conteudo total de

carotendides foi determinado pela equacéo 1 (Rodriguez-Amaya, Kimura,2004).

C = ABSxVx10*/ A¥ xP (eq. 1)

sendo, C= concentracdo de carotendides totais, expressos em mg de B-
carotenokg™ amostra; ABS= absorbancia; V = volume do extrato (mL); A% = 2500

(coeficiente de absorcéo do solvente) e P = peso da amostra (Q).

Clorofilas

Para a analise de clorofilas utilizou-se a metodologia da AOCS — Tentative Method
Cc 13d-55 (1992), empregando solucdo de iso-octano:etanol (3:1). A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Ultrospec 2000) a 630, 670 e 710 nm. O teor total

de clorofilas foi expresso em mg clorofila kg™ amostra.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O programa utilizado para andlise
estatistica foi o Statistix versdo 8.0 (2003). Todas as andlises foram feitas em

triplicata.
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3. Resultados e Discusséao

3.1 Rendimento e relacéo polpa/caroco

Os teores de azeite variaram entre 10 e 15% em base fresca, e a relacdo
polpa/caroco de 3,5a 6,22 (Figura 1). Observou-se que os frutos da cultivares
Koroneiki, Arbequina, Arbequina Maria da Fé e Grapollo tiveram maior rendimento
em azeite e menor relacdo polpa/caroco, enquanto a cvs. Manzanilla o menor
rendimento em azeite (10,0%) e maior relacdo polpa/caroco (6,2). Desta forma,
percebe-se que nem sempre um fruto com maior relagéo polpa/caro¢o renderamaior

percentual em azeite.

15

10

Grapollo Manzanilla  Arbequina Arbequina Koroneiki
Maria da Fé

B Rendimento (%) Relagdo Polpa/carogo

Figura 1. Relag&o polpa/caroco e rendimento (%) em azeite das diferentes cultivares

obtidas em Dom Pedrito e Pelotas.

O contetdo de azeite esta diretamente relacionado a cultivar. Segundo
Barranco (2004), o rendimento em azeite das principais cultivares de oliva
exportadas pela Espanha oscila entre 14 e 22 %. As cultivares Arbequina, e
Koroneikiapresentaram percentuais de rendimento dentro do intervalo supracitado.
Em funcdo disso, o rendimento de azeite constitui-se em um critério para ser
considerado durante a selecao varietal (cultivar) a fim de se obter maior rendimento
em azeite.

E importante ressaltar que o rendimento em azeite, além de variar em funcéo
da cultivar, € também altamente influenciado pelo clima da regido de plantio
(CARDOSO et al., 2010).
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3.2 Determinag®es fisico-quimicas

Os dados da acidez livre, indice de refracdo, indice de peroxidos e
absorbancia nos comprimentos de onda a 232 e 270nm, das amostras de azeites de
oliva das cultivares Koroneiki, Arbequina, Arbequina Maria da Fé, Grapollo e
Manzanilla estdo apresentados na Tabela 2.

N&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras de azeite
de oliva para o indice de refracdo. Utillizado como parametro de identidade do
produto, o indice de refracdo dos 6leos e gorduras pode apresentar pequena
variacéo, visto que ndo sao substancias puras. Os resultados obtidos estdo dentro
doslimites tolerados para azeite de oliva, que segundo a Legislacdo Brasileira
vigente (Brasil, 2012), pode apresentar valores entre 1,4677 a 1,4705.

Tabela 2. Caracteristicas analiticas de azeites de oliva monovarietais produzidos em
Pelotas e Dom Pedrito/ RS/ Brasil (safra 2010/11)

Variaveis**

Cultivares IR (20°C) AC IP K232nm K270nm

Koroneiki  1,4693+0,0a 0,62+0,02a 10,72+ 0,79b 1,47+ 0,05¢c 0,14+ 0,005c
Arbequina  1,4693+0,0a 0,34+0,001c 14,97+0,95a 2,62+0,03a 0,08+ 0,003d
AMF 1,4703x0,0a 0,26+0,004 ¢ 11,84+0,26b 2,15+0,01b 0,15+0,006 b
Grapollo 1,4693+x0,0a 0,60+0,04a 8,86+ 0,04c 1,43+x0,06cd 0,18+ 0,006a

Manzanilla 1,4693+0,0a 0,46x0,04b 8,75+ 0,54c 1,33+ 0,02d 0,06+0,003 e

Médias seguidas por letras minUsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey
(p<0,05). *AMF - Arbequina Maria da Fé. **IR — indice de refrac&o;IP — indice de peréxidos (meq.O, Kg™); AC — acidez livre (%
acido oléico); K - coeficiente de extin¢éo.

As amostras analisadas diferiram significativamente em relag&o a acidez livre,
variando de 0,26 (Arbequina Maria da Fé) a 0,62 % de acido oléico (Koroneiki). A
variabilidade observada pode ter ocorrido em funcéo do transporte dos frutos até a
local de extragéo, por ataquesde pragas e insetos (Alvarado, Civantos, Duran, 2004)
ou alguma enfermidade, osquais podem influenciar no aumento de processos
hidroliticos no fruto (Trapero, Blanco, 2004).Contudo, todos 0s azeites apresentaram
acidez inferior a 0,8%, 0 que é exigido pela legislacdo para a categoria extra-virgem
(Brasil, 2012; EEC, 2003; IOOC, 2011). Os valores observados sao similares aos
reportados por Oliveira et al. (2010), que avaliaram sete diferentes azeites de oliva
extraidos em Minas Gerais (Brasil), e encontraram acidez em acido oléico variando

entre 0,37 e 0,82%. Entretanto, sdo diferentes aos observados por Baccouri et al.
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(2008), os quais encontraram teores inferiores, variando de 0,23 a 0,42%. No
entanto, deve-se considerar que esses autores utilizaram distintas cultivares, indices
de maturacdo e métodos de extracdo de azeite, 0 que pode justificar a variacdo dos
dados.

A acidez € um dos fatores que influencia na qualidade do azeite de oliva. Seu
teor esta intimamente relacionado com a qualidade do fruto, como infecgdo por
patdgenos, exposicado a pragas e o indice de maturacdo, além da manipulacdo da
azeitona durante a colheita, o transporte, sistema de extracdo e armazenamento do
azeite (Alba, 2004; Kiritsakis et al., 1998; Baccouri et al., 2008; Cardoso et al., 2010).

Os azeites das cvs. produzidas no municipio de Pelotas apresentaram o0s
maiores indices de peréxidos, destacando-se o oriundo da cv. Arbequina, que
apresentou o maior indice de peroxidos entre todas as amostras (14,97 + 0,95
meq.02kg™). O indice de perdxidos se expressa como um marcador da deterioragéo
oxidativa do azeite produzido, gerando compostos que alteram o sabor do azeite
(Angerosa, Lanza, Marsilio, 1996).

Os valores de indice de peroxidopara todas as amostras de azeite de oliva
encontram-se abaixo do valor maximo preconizado pela legislagéo brasileira (Brasil,
2012) e regulamentacdo internacional para azeite de oliva extra-virgem, que é de 20
meq. O, kg™ (EEC, 2003; I00C, 2011). Os valores encontrados nesse trabalho
estdo dentro da faixa de variacdo paraindice de peroxidos relatados por Pouliarekou
et al. (2011), que encontraram em 51 amostras de azeites de oliva oriundos de
diferentes regides da Grécia, conteidos de 4,43 + 0,20a 13,17 + 0,44 meq. O, kg™

Os azeites das cultivares que apresentaram os maiores indices de peréxido,
Arbequina e da Arbequina Maria da Fé, também apresentaram o0s maiores
coeficientes de extincdo no comprimento de onda de 232 nm, 2,62 + 0,03 e 2,15 +
0,01, respectivamente; sendo que o resultado para o azeite da Arbequina foi
superior a 2,5, limite maximo aceitavel para azeite de oliva extra-virgem(Brasil, 2012;
EEC, 2003). Essa avaliacdo esta relacionada ndo s6 com a presenca dos
hidroperoxidos (produtos do estagio inicial da peroxida¢do), mas também com a de
dienos conjugados (produtos intermediarios da oxidacdo), oS quais nao Sao
detectados na determinacéo do indice de peroxidos (Anastasopoulos et al., 2012).

A absor¢do em 270 nm, que reflete a formagcdo de compostos carbonilicos
(produtos do estagio final da oxidagdo) e trienos conjugados (oriundos da

manipulacdo tecnoldgica inadequada), variou de 0,06 £ 0,03 a 0,18 + 0,06 nas



70

amostras de azeite de oliva, valores dentro dos limites estabelecidos pela legislagao
para azeite de oliva extra-virgem que é de no maximo 0,22 (Brasil, 2012; EEC,
2003).

Os parametros de qualidade estdo diretamente relacionados com as
caracteristicas do fruto. Allalout (2009) afirma que a cultivar ndo tem influéncia nos
parametros analiticos de qualidade, os quais sédo afetados por fatores exdgenos que
causam danos aos frutos, como atague por insetos e manejo inadequado dos

mesmaos.

3.3 Compostos Bioativos

Os teores de clorofilas e carotendides nas amostras de azeite de oliva
variaram, respectivamente, de 0,32 a 2,72 mg kg™ e de 3,19 a 7,15 mg kg™ (Tabela
3), indicandoque as amostras de azeite de oliva diferem significativamente (p<0,05)

em relacdo aos teores desses compostos.

Tabela 3. Contetdo (mg kg™') de compostos bioativos nos azeites de oliva
monovarietais produzidos em Pelotas e Dom Pedrito/ RS/ Brasil (safra 2010/11)

CULTIVARES
Var.**
Koroneiki Arbequina AMF* Grapollo Manzanilla

FT 100,67+2,08bc  125,97+26,16ab  100,35+1,65bc  156,07+6,86a 72,27+0,15c¢

CT 5,73+0,10c 3,20+0,10d 3,19+0,16d 7,15+0,09a 6,42+0,18b

CLT 1,06+0,03c 0,32+0,004e 0,44+0,02d 2,36+0,01b 2,72+0,02a

TT 309,11+1,64d 360,21+1,15c 376,41+2,54b 424,24+1,15a 312,37+12,31d
a-TOC 302,40+1,51c 356,70+1,0b 368,80+2,9b 413,40+0,80a  305,07+12,15c

y+B-TOC 6,71+ 0,17c 3,51+ 0,15d 7,61+ 0,37b 10,84+0,35a 7,30+0,16bc

o-TOC 0,18 +0,01b 0,25 + 0,009a 0,24+ 0,002a nd nd

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey
(p<0,05). * AMF - Arbequina Maria da Fé. **Variaveis: FT - fendis totais (expresso em acido galico); CT - carotendides totais
(expresso em B-caroteno); CLT - clorofilas totais; TT - tocoferdis totais; a-TOC - alfa tocoferol; y+ B-TOC - gama + beta

tocoferol. nd = nédo detectado.

Os azeites das cultivares Manzanilla e Grapollo, provenientes do municipio de
Dom Pedrito, apresentaram os maiores teores de clorofilas e de carotendides (2,72 e
7,15 mg kg, respectivamente), enquanto que as amostras das cultivares Arbequina
e Arbequina Maria da Fé, provenientes do municipio de Pelotas, apresentaram o0s
menores contetidos (0,32 e 3,19 mg kg, respectivamente). Conforme Allalout et al.

(2009) e Tura et al. (2007), o conteddo desses pigmentos é determinado,
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principalmente, pela cultivar, além de outros fatores como condi¢es climéticas e de
solo, fatores que também podem ter influenciado nos dados do presente estudo.

No presente trabalho foram encontrados teores inferiores de clorofilas,
engquanto que o conteudo de carotendides apresentou-se dentro da faixa reportada
por Tura et al. (2007), que analisaram amostras de azeite de oliva, obtidos de
diferentes cultivares de oliveira da Italiae obtiveram teores de1,40 a 27,40 mg kg™
para carotenoides ede 0,60 a 50 mg kg™, para clorofilas.

No entanto, azeites de oliva das cvs. Arbequina e Koroneiki produzidos na
Tunisia apresentaram conteldos de pigmentos diferenciados aos do presente
trabalho. Os respectivos teores de clorofilas foram superiores, 4,5 = 0,88 e 3,45 *
0,13 mg Kg™enquanto que os de carotendides foram inferiores, 1,99 + 0,05 e 1,79 +
0,01 mg kg (Allalout et al., 2009).

Segundo alguns autores (Psomiadou, Tsimidou, 2001; Criado et al., 2008,
Issaoui et al., 2009), a presenca dos pigmentos no azeite depende de diversos
fatores, tais como cultivar de oliveira, condi¢des de solo e clima, grau de maturacéo
do fruto e processo de extracdo do azeite, 0 que podem ter contribuido para a
variagao dos valores observados nesse trabalho.

Na Figura 2 € mostrado um cromatograma tipico de separacao de tocoferoéis
em azeite de oliva. Os picos do delta (8-), gama (y-) e alfa (a-) tocoferdis foram
identificados utilizando padrdes nas mesmas condigcdes cromatograficas. Nas
condicBes deste estudo, o y- tocoferol elui conjuntamente com o - tocoferol. Estes
ados sao concordantes com a literatura (Chen et al., 2011; Pestana et al., 2008),
onde é relatado que a coluna de fase reversa (RP-HPLC) ndo permite a separacao
desses isbmeros.

N&o foi detectado o d-tocoferol nos azeites oriundos de Dom Pedrito (cvs.
Grapollo e Manzanilla). Nos azeites oriundos de Pelotas ndo houve diferenca
(p<0,05) nos teores deste tocoferol entre os azeites das cvs. Arbequina (0,25 mg kg
1 e Arbequina Maria da Fé (0,24 mg kg™), os quais foram superiores ao encontrado
no azeite da cv. Koroneiki (0,18 mg kg™). Guinazi (2004) encontrou 3,69 + 0,19 mg
kg™ de 3-tocoferol em azeite de oliva comercial, quantidade superior a determinada
no presente estudo. No entanto, em azeites de oliva extra-virgem o ©&-tocoferol

normalmente ndo é detectado (Parcerisa et al., 2000; Chen et al., 2011).
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Figura 2. Cromatograma A) Padrbes: delta-tocoferol, gama-tocoferol e alfa-tocoferol; B)
Separacdode tocoferéis em azeite de oliva (‘Arbequina’) por HPLC. Condi¢cdes da analise
cromatografica: coluna Synergi Fusion RP-80A(4,6cm x 150mm x 4um) da Phenomenex®,
utilizando como faze mével inicial acetonitrila:metanol:isopropanol (50:40:10, v/v/v) e vazao
constante de 1,0 mL min™ e detector de fluorescéncia a 290nmde excitagdo e de 330nm de

emissao.

O teor de (y+p)-tocoferol variou de 3,51 mg kg™ (cv. Arbequina, Pelotas) a

10,84 mg kg™ (cv. Grapollo, Dom Pedrito) nos azeites de oliva. Esses resultados sdo
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inferiores aos relatados por Chen et al. (2011) que encontraram entre 6 e 21 mg kg™
em diferentes amostras de azeite de oliva extra-virgem.

O a-tocoferol foi o composto majoritario, representando em média 97,98% dos
tocoferdis e sua quantidade diferiu significativamente entre as cultivares (p<0,05),
sendo superior no azeite da cv. Grapollo (413,40 + 0,80 mg kg*). Teores
intermediarios foram encontrados nos azeites das cvs. Arbequina Maria da Fé
(356,70 + 1,0 mg kg) e Arbequina (368,80 + 2,90 mg kg™), com os azeites das cvs.
Manzanilla e Koroneiki apresentando os menores conteudos, 305,07 = 12,15 e
302,40 + 1,51 mg kg, respectivamente.

Esses resultados estdo de acordo com os valores relatados por Manai-Djebali
et al. (2012), que obtiveram variacées de 139 a 402 mg kg™ em cinco variedades de
azeite de oliva oriundos da Tunisia, sugerindo que o conteudo de tocoferol &
dependente da cultivar. Segundo Beltran et al. (2010), as varia¢cdes no conteudo dos
tocoferdis ocorrem principalmente em funcdo da resposta de cada cultivar a
alteracdes nas condi¢cdes ambientais em cada safra. Além disso, segundo Matos et
al. (2007), de um modo geral, o conteudo de a-tocoferol reduz enquanto que o
conteudo de y-tocoferol aumenta ao longo do processo de maturagéo do fruto.

As amostras de azeite de oliva apresentaram altos teores de tocoferois,
sendo, em média, trés vezes superior ao conteudo total de compostos fendlicos.
Beltran et al. (2010), relacionou o teor elevado de a-tocoferol com a elevada
atividade biolégica da vitamina E (281 mgkg o-TE™), sendo que o azeite de oliva
extra virgem apresentou atividade de vitamina E superior ao descrito para outros
Oleos vegetais. Estudos com o a-tocoferol relatam que este composto possui agcéo
vitaminica e protege o organismo humano contra ataque de radicais livres,
aumentando a resisténcia celular ao “stress” oxidativo (Baldioli et al., 1996).

Comportamento similar ao contetudo total de tocoferdis foi observado em
relacdo ao decompostos fendlicos, o que ja era esperado, visto que ambos
fitoquimicos sdo dependentes da cultivar (Allalout et al., 2009).  Maior teor de
compostos fendlicos (156,07 + 6,86 mg kg™) foi observado no azeite de oliva da cv.
Grapollo, cultivada em Dom Pedrito. Os azeites das cvs. Arbequina, Koroneiki e
Arbequina Maria da Fé (cultivadas em Pelotas) apresentaram contetudos
intermediarios de compostos fendlicos, variando de 125,97 a 100,35 mg kg*,
enquanto que o azeite da cv. Manzanilla (Dom Pedrito) apresentou o menor
contetido, 72,27 + 0,15 mg kg™.
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Os resultados obtidos com relacédo ao conteudo total de compostos fendélicos
estdo em concordancia com a faixa de variacao reportada por Tura et al. (2007);
entretanto, teores superiores foram encontrados por Ocakoglu et al. (2009) e
Longobardi et al. (2012). As variacdes sao explicadas por diferentes autores devido
a fatores tais como variedade, local de cultivo, safra, grau de maturagédo do fruto,
modo e temperatura de extracdo do azeite, além de variacbes da metodologia de
analise utilizada (Aguilera et al., 2005; Boselli et al., 2009; Ocakoglu et al., 2009,
Manai-Djebali et al., 2012).

Os resultados obtidos séo corroborados por Allalout et al. (2009) e Tura et al.
(2007), que também observarama variacdodos teores de compostos fendlicos em
funcdo da cultivar. Esses antioxidantes auxiliam na estabilidade oxidativa do azeite

de oliva, contribuindo para o aumento da vida de prateleira.

3.4 Composicdo em acidos graxos

Os principais acidos graxos identificados nas amostras de azeite de oliva
(Figura 3) foram o acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1), acido
estearico (C18:0), acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2) e o acido linolénico
(C18:3).
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Figura 3. Cromatograma: A) Separacdo dos acidos graxos em azeite de oliva da cultivar
(‘Arbequina’) do sul do Rio Grande do sul/Brasil, por GC. Condig6es cromatogréficas:
detector FID, coluna capilar (15 m x 0,32 mm x 0,1 ym) da Phenomenex®, injetor e detector
mantidos a 230 °C e 240 °C, respectivamente,gradiente de temperatura na coluna (de 90 a
230 °C) e nitrogénio como gas de arraste a 1,5 mL m™. B) Padrdes: ésteres metilicos dos
acidos graxos palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), estearico (C18:0), oléico (C18:1),
linoléico (C18:2), linolénico (C18:3).

As amostras analisadas diferiram significativamenteem relacédo ao contetudo
dos acidos graxos (Tabela 4). Entretanto, todos os percentuais relativos encontram-
se dentro dos limites preconizados para azeite de oliva, tanto pela legislacao
brasileira atual (Brasil, 2012) quanto pela regulamentacao internacional (EEC, 2003;
IOOC 2011), as quais estabelecem valores para os acidos graxos palmitico de 7,5 %
a 20,0%, palmitoléico de 0,3 a 3,5%, estearico de 0,5 % a 5,0%, oléico de 55,0 % a
83,0%, linoléico de 3,5 % a 21,0% e linolénico < 1,0%.
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O &cido oléico foi o acido graxo majoritario em todas as amostras, com teores
médios variando entre 63,6 % (cv. Manzanilla) a 77,6 % (cv. Grapollo), seguido do
acido palmitico, o qual oscilou de 11,8% (cv. Manzanilla) a 18,5% (cv. Arbequina) e
do &cido linoléico com percentuais de 6,4% (cv. Manzanilla) a 11,4% (cv.
Arbequina). Os &cidos graxos estearico, palmitoléico e linolénico apresentaram-se
como componentes minoritarios. Beltran et al.(2005), determinaram a composi¢ao
em acidos graxos em azeite de oliva, cultivar Hojiblanca,nas safras consecutivas de
1996/97, 1997/98 e 1998/99 e também encontraram como componentes majoritarios

0 &cido oléico, seguido do palmitico e do linoléico.

Tabela 4. Composicdo em 4&cidos graxos nos azeites de oliva monovarietais
produzidos em Pelotas e Dom Pedrito/ RS/ Brasil (safra 2010/11)

Cultivares

AG** Koroneiki Arbequina AMF* Grapollo Manzanilla  BRASIL

area % relativa (2012)
C16:0 13,4+0,22b  11,841,03c 12,2+0,22 bc 12,3+0,34 bc 18,5+0,13a 7,5-20,0
Cil6:1 1,0£0,01 ¢ 1,1+0,03 b 0,8+0,03d  0,9+0,04cd 3,3x0,05a 0,3-3,5
C18:0 1,6+0,06 cd 2,0£0,05 b 2,5+0,11 a 1,5+0,18d 1,8£0,08bc  0,5-5,0
cis:1 76,6+0,08 ab 77,2+0,77 ab  76,0+0,55b 77,6+0,40a 63,6+0,35¢c 55,0-83,0
C18:2 6,9+0,32 b 6,4+0,16 b 6,5+0,44 b 6,5+0,31b  11,4+0,09a 3,5-21,0
C18:3 0,80+0,04c 0,84+0,03bc  1,0+0,03 a 0,9+0,04b  0,9+0,01 bc <1,0
TOTAL 100,2 99,3 99,1 99,7 99,5
2 AGS 15,0 13,8 14,7 13,8 20,3
2 AGM 77,6 78,3 76,9 78,5 66,9
2 AGP 7,7 7,24 7,5 7,4 12,4
AGM/AGP 10,1 10,8 10,3 10,6 54

Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha n&o diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey
(p<0,05). * AMF: Arbequina Maria da Fé. ** AG: acidos graxos, C16:0: palmitico, C16:1: palmitoleico, C18:0: estearico, C18:1:
oléico, C18:2: linoléico, C18:3: linolénico. = AGS: somatdrio dos acidos graxos saturados; = AGM: somatério dos acidos
graxos monoinsaturados; X~ AGP: somatério dos acidos graxos poliinsaturados; AGM/AGP: relagdo dos acidos graxos

monoinsaturados com os poliinsaturados.

Considerando-se os teores de &cido oléico observados nas amostras, Covas
(2007) salienta que os beneficios do consumo de azeite vao além da reducao
plasmatica do colesterol LDL, pois a presenca deste acido graxo, juntamente com
compostos fendlicos, tornam o azeite de oliva mais resistente as modificacdes

oxidativas, exercendo um efeito benéfico sobre a salide cardiovascular.
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Alguns trabalhos relatama influéncia da maturacdo do fruto na composicéo
dos &cidos graxos oléico, linoléico e palmitico, que ocorre em funcao de atividade
enzimatica durante a biossintese dos acidos graxos (Matos et al., 2007; Baccouri et
al., 2008; Gémez-Rico et al., 2007). Visto que os indices de maturacdo das amostras
no presente trabalho sdo muito préximos, acredita-se que a variacdo observada
entre as amostras ndo tenha ocorrido em funcdo do estadio de maturagdo das
azeitonas.

O azeite da cv. Manzanilla apresentou 0s maiores percentuais de &acido
palmitico e linoleico e o menor percentual de &cido oléico em comparagcdo com 0s
outros azeites. Comportamento similar foi verificado por Pardo, Cuesta, Alvarruiz
(2007) para os azeites de oliva da Manzanilla e Arbequina, da regido de Campo de
Montiel, Espanha. No entanto, no presente trabalho foi observado resultado
diferenciado para o azeite da cv. Arbequina, o qual apresentou alto percentual de
acido oléico e reduzido percentual dos acidos palmitico e linoléico. Este
comportamento pode ser explicado pelo efeito da interacdo cultivar e ambiente,
demonstrada por Allalout et al. (2009) e Tura et al. (2007), os quais concluiram que a
cultivar e o local de cultivo influenciam na proporcao dos éacidos graxos.

Menor relacdo AGM/AGP foi observada no azeite da cultivar Manzanilla (5,4),
enguanto que nas outras amostras verificou-se relagéo superior a 10, sugerindo que
estas apresentam maior tendéncia a estabilidade por oxidacdo. Estudos relatam que
a razdao AGM/AGP, conteudo de compostos fendlicos e conteudo de a-tocoferol
apresentam correlagdo positiva com a estabilidade oxidativa do azeite de oliva
(Aguilera et al., 2005; Allalout et al., 2009).

Considerando-se a expansao da olivicultura no sul do Brasil, este trabalho
disponibiliza informacfes ainda inexistentes sobre as caracteristicas dos azeites de
oliva virgem obtidos de plantas cultivadas nesta regido, os quais podem ser
utilizados no incremento de programas de expansaoda cultura no pais. Além disso,
cabe salientar que os plantios ainda estdo em fase inicial, devendo-se, assim,
continuar realizando avaliacdes das caracteristicas fisico-quimicas de outras safras

para se obter resultados mais contundentes.
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4. Conclusdes

Os azeites de oliva das cultivares Grapollo, Koronieki, Arbequina Maria da Fé
e Mazanilla tem valores compativeis com azeite de oliva extra-virgem, enquanto que
a cv. Arbequina com azeite de oliva virgem.

O azeite da cv. Grapollo possui maiores teores de compostos fendlicos, de
carotendides e de tocoferdis. . O azeite da cv. Manzanilla apresenta maior conteudo
de clorofilas.

A composicdo em acidos graxos situou-se dentro dos limites preconizados
para azeite de oliva tanto pela legislacdo brasileira atual quanto pela
regulamentacao internacional. O acido oléico foi 0 acido graxo majoritario em todas

as amostras, seguido dos acidos palmitico e linoléico.
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Resumo

A cultura da oliveira esta em expansao no Brasil, entretanto, ainda considera-se que
0 pais importa 100% do azeite de oliva que consome. O sul do Brasil apresenta
regides com clima adequado para o cultivo de oliveiras, mas pouco se conhece
sobre a influéncia do clima sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos
produzidos nesta regido. O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas
guimicas e conteudo de compostos bioativos, em azeites de oliva monovarietais
produzidos em trés safras consecutivas naregido da Campanha, Rio Grande do
Sul/Brasil. As amostras constituiram-se de azeites de oliva oriundos das cultivares
Arbequina e Koroneiki, localizadas no municipio de Dom Pedrito/RS, nas safras
2009/10, 2010/11 e 2011/12. As amostras foram avaliadas quanto aos parametros
de qualidade, teores de compostos bioativos (tocoferdis, compostos fendlicos,
carotendides e clorofilas) e perfil de acidos graxos.Com excecdo do azeite da
cultivar Arbequina na safra 2011/12, todas as outras amostras apresentaram indices
compativeis com azeite de oliva extra-virgem. Houve diferenca nosteores dos
compostos bioativos tanto entre as cultivares quanto entre as safras. Assim,
observou-se influéncia dos  fatores genéticos e ambientais  nos

paramentrosanalisados nos azeitesde oliva.

Palavras-Chave: Arbequina. Koroneiki. Caracterizacdo. Antioxidante.
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Abstract

The olive cultivation is expanding in Brazil, however, so far the country imports
almost 100% of its consumption. The south of Brazil has regions with suitable climate
for growing olives, but it is not known the climate influence on the olive oil
characteristics produced. The objective of the study was to evaluate the chemical
and bioactive compounds in monovarietal olive oils produced in three consecutive
years in south of Rio Grande do Sul / Brazil. The samples consisted of olive oils from
Arbequina and Koroneiki cultivars located in Dom Pedrito/RS, from 2009/10, 2010/11
and 2011/12 crops. The samples were evaluated for quality parameters, bioactive
compounds (tocopherols individual, total phenolics compounds, total carotenoids and
chlorophylls) content and fatty acid profile. Exceptto Arbequina olive oil harvest in
2011/12, all other samples showed levels consistent with olive oil extra virgin. There
were differences in the bioactive compounds content both between cultivars and
crops. Therefore, it was observed an influence of genetic and environmental factors

in the olive oils parameters analyzed.

Keywords: Arbequina. Koroneiki. Characterization. Antioxidant.

1. Introducéo

Em funcdo do crescente consumo de azeite de oliva pela populacéo
brasileira, o pais tornou-se um dos principais importadores de azeite de oliva,
constituindo praticamente 100 % de seu consumo (IOOC, 2013). No Brasil, apenas
em 1948 foram iniciadas pesquisas em olivicultura, e a partir de 2006 foram
retomados osestudos na regido sul para acompanhar a adaptagéo e produtividade
dos olivais, além de avaliar as caracteristicas dos azeites de oliva produzidos.

A oliveira € uma espécie de clima temperado, se desenvolve bem em regides
com verdes longos, quentes e secos, e com baixos indices pluviométricos. A metade
Sul do Rio Grande do Sul possui microrregibes propicias para o plantio de oliveiras,
onde verifica-se indices pluviométricos no verdo um pouco diferente do que ocorre
nos paises de clima mediterraneo, mas apresenta temperatura adequada no periodo
de maturacao dos frutos (25-35 °C) e baixa umidade relativa do ar, o que favorece o
florescimento (WREGE et al., 2009; COUTINHO et al., 2009).
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Dentre as cultivares introduzidas no sul do Brasil, a Arbequina, de origem
espanhola, é considerada resistente ao frio, apreciada pela sua produgéo precoce,
além de apresentar bom rendimento em lagar. Acultivar Koroneiki, de origem Grega,
€ mais susceptivel ao frio, mas apresenta maior resisténcia a seca, além de produzir
frutos com elevado conteddo em azeite, sendo muito apreciado por suas
propriedadessensoriais (BARRANCO, 2004; GRANADOS, 2000; KANDYLIS et al.,
2011).

A caracteristica do azeite, bem como o teor dos componentes quimicos, sao
influenciados principalmente pela cultivar, condicbes de solo e clima de cultivos,
além de préticas culturais, indice de maturacao das olivas (IM), e pelos cuidados nos
processos de colheita e extracdo do azeite (BACCOURI et al., 2008; BELTRAN et
al., 2005; MORELLO et al., 2004).

No Brasil, praticamente inexistem resultados sobrea caracterizacdo dos
componentesnos azeites obtidos das cultivares introduzidasno sul do Brasil,
considerando-se as condi¢Bes peculiares de clima, solo e da resposta da interacéo
cultivar e ambiente com o passar dos anos. Em funcéo destes fatores, verifica-se a
necessidade de estudar o comportamentodessas variedadese, principalmente,a
influéncia na composicaodo azeitedas condicdes edafo-climaticas brasileiras.

Este trabalho teve por objetivo avaliar as caracteristicas quimicas, incluindo o
teor de compostos bioativos, nos azeites de oliva monovarietais produzidos em trés

safras consecutivas no municipio de Dom Pedrito, Rio Grande do Sul/Brasil.

2. Metodologia

2.1 Padrbes Cromatograficos

Os padrées & e y - Tocoferol (pureza de 90% e = 96%, respectivamente)
foram adquiridos da Sigma Co. (St. Louis, EUA) e o a - Tocoferol (99% de pureza)
da Merk (Darmstadt, Alemanha). Uma mistura de ésteres metilicos dos acidos
graxos caproico, caprilico, céaprico, caproléico, laurico, dodecendico, miristico,
miristoléico, palmitico, palmitoléico, margarico, heptadecendico, estearico, oléico,
linoléico, linolénico, araquidico, gadoléico, eicosadiendico, eicosatriendico,
eicosatetraenoico, behénico, erucico, docosadiendico, docosatriendico, tetraendico,

lignocérico e nervonico, foi adquirida da Sigma Co. (St. Louis, EUA).
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2.2 Caracterizacdo das amostras

As azeitonas utilizadas foram coletadas de plantas adultas (6 anos) deOlea
europaeal., cultivares Koroneiki e Arbequina provenientesda unidade de observacéo
experimental da EmbrapaClima Temperado, proxima a fronteira com o Uruguai, no
municipio de Dom Pedrito, Rio Grande do Sul/Brasil(-31°19' 53"S,-54°06" 25"0O e
altitude média de 212 m). O solo da regido € classificado como Luvissolo Haplicos
Ortico tipico, pertencente a unidade de mapeamento Pirai (Embrapa-CNPS, 2006).0
clima caracteriza-se como subtropical imido, segundo a classificacdo climatica de
Koppen-Geiger, do tipo “Cfa”. O estudo foi realizado durante trés safras: 2009/10,
2010/11 e 2011/12. A precipitacdo, temperatura e umidade relativa média mensal

registrada para cada safra, no periodo da maturacao do fruto, sdo apresentadas na
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Figura 1- Informacdes meteoroldgicas registradas em Dom Pedrito (Rio Grande do
Sul/Brasil) no periodo de pré-maturacdo e maturacdo dos frutos de azeitona nos
anos 2009/10, 2010/11 e 2011/12. A) Precipitacdo média mensal; B) Temperatura
média mensal; C) Umidade Relativa média mensal.

Fonte: Estacdo meteoroldgica Vantage Pro2 Wirless K6162

As praticas de manejo foram realizadas na mesma data em todos os
tratamentos, seguindo as indicacdes técnicas a cultura. O pomar de ambas
cultivares foi instalado em espacamento de 7 x 3 m, com plantas oriundas de
propagacaovegetativa por estacas,conduzidas em sistema de vaso policbnico.O
delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com trés
repeticbes, em esquema bifatorial. O fator A testou cultivares de oliveira (Koroneiki e
Arbequina) e o fator B comparou as safras (2009/10, 2010/11 e 2011/12).

A colheita foi realizada de forma a eliminar os frutos que apresentavam
sintomas de doencas ou lesdes. Nos frutos selecionados foi determinado o indice de
maturacado, sendo de 2,3; 3,1; e 3,1 para frutos da cv. Arbequina e de 2,6; 2,8; e 2,2
para frutos da cv. Koroneiki, nas safras 2009/10, 2010/11 e 2011/12,

respectivamente.

2.3 Extracdo do azeite

Apébs a colheita e selecdo, os frutos (cerca de 40 kg de cada cultivar) foram
transportados até o municipio de Cachoeira do Sul, onde os frutos foram submetidos
ao processamento no mesmo dia da colheita, com excessdodos frutos da cv.
Arbequina safra 2011/12, os quais foram processados no dia posterior a colheita.

Antes da obtencao dos azeites, as folhas e os frutos que apresentavam sintomas de
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doencas ou lesbes foram separados e as azeitonas foram lavadas em agua
corrente. Seguiu-se a extragdo em moinho "Spremoliva 10", realizada a frio pelo
principio de extracdo por duas fases. ApOs a extracdo, o azeite foi filtrado para
eliminar as sedimentacfes (impurezas) e armazenados a -80 °C em recipientes de

polietileno com capacidade de 30 mL.

2.4 Determinacoes

Acidez livre (Ca a-40) - Determinada pela titulagcdo com alcali, segundo metodologia
da AOCS (1992), sendo os resultados da acidez livre expressos em percentual de

acido oléico (g acido oléico 100g™).

indice de Peroxidos (Cd 8-53) - Determinado pela reagdo com iodeto de potassio e
titulacdo com tiossulfato de sédio, segundo metodologia da AOCS (1992),
expressando os resultados em miliequivalentes de oxigénio ativo por quiilograma de

6leo (meq.O;, kg™).

Absorcao especifica a 232 e 270 nm - Realizada pela leitura em espectrofotdmetro,
de acordo com o método COI/T20/Doc. n°. 19/Rev. 3 (I00C, 2010).

Conteudo de tocoferdis - Pesou-se 150 mg de azeite de oliva em baldo volumétrico
de 5 mL e completou-se o volume com isopropanol. O extrato foi transferido para
tubos “eppendorf’, centrifugou-se nas condicbes de 9.000 g por 6 minutos,
utilizando-se do sobrenadante para a avaliagdo dos tocoferdis por cromatografia
liquida, realizada segundo descrito por Pestana et al. (2008). Foi utilizado um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE (SHIMADZU), constituido
por um modulo de mistura dos solventes LC-10ATVP, desgaseificador FCV-10ALVP,
bomba reodine DGU-14A, sistema de controle SCL-10AVP, forno da coluna CTO-
10-ASVP e amostrador automatico SIL-10AF. A separacgdo foi realizada em uma
coluna analitica de fase reversa, Synergi Fusion RP-80A (Phenomenex®) (4,6 cm X
150 mm x 4 pym), tendo-se injetado 10 yL de amostra. Utilizou-se o detector de
fluorescéncia com excitagdo de 290 nm e emissao a 330 nm. Os dados foram
adquiridos e processados com uso do software Class-VP. Foi utilizado como fase

movel inicial acetonitrila:metanol:isopropanol nas propor¢gdes 50:40:10 (v/v/v) por 10
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minutos; alterando-se linearmente para acetonitrila:metanol:isopropanol (30:65:5,
v/v/v) até atingir 12 minutos; e retornando linearmente para a fase movel inicial até
15 minutos de anélise. Utilizou-se fluxo constante de 1 mL min™. Para realizar a
identificacdo e quantificacdo dos tocoferais, utilizou-se curva de calibracdo com os
padrées de &, y e a-tocoferdis. Os resultados foram expressos em mg de tocoferois
por kg de amostra.

Conteudo total de compostos fendlicos - A extracdo da fracdo fendlica foi realizada
conforme metodologia descrita por Baccouri et al. (2008), com poucas modificagcoes.
Consistiu em adicionar 4 mL de solucdo alcodlica (metanol:agua, 60:40, v/v) em 4 g
de amostra dissolvida em 2 mL de hexano. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas por 3 minutos a 1490g. A fase hidroalcodlica foi transferida para um
funil de separacéo, e a fase oleosa (hexanica) foi re-extraida mais duas vezes com 4
mL da solucdo alcodlica em cada etapa. Finalmente, a fracdo hidroalcodlica total
obtida foi lavada com 4 mL de n-hexano para remover o Oleo residual e concentrada
a vacuo em rotaevaporador (Laborota 4000, Heidolph®) a 40 °C. Ressuspendeu-se
0 extrato em 5 mL de metanol. A reacdo colorimétrica para a determinacao do teor
total de compostos fendlicos foi por meio da adicdo do reagente Folin-Ciocalteau em
1 mL do extrato. A leitura da absorbancia da amostra foi realizada em
espectrofotometro (Ultrospec 2000) a 765 nm. Para a quantificacdo, procedeu-se a
elaboracdo da curva padrédo de acido galico sendo os resultados expressos em mg
de acido galico kg™ azeite (VAZQUEZ RONCERO; JANER DEL VALLE; JANER DEL
VALLE, 1973).

Conteudo total de carotendides- Para a determinacdo de carotendides foram
utilizadas 2,5 g de azeite de oliva, que foram dissolvidas com solucdo de iso-
octano:etanol (3:1, v/v) em baldo volumétrico de 10mL. A absor¢cdo da amostra foi
determinada em espectrofotbmetro (Ultrospec 2000) a 450nm, segundo metodologia
descrita por Zambiazi (1997). O conteudo total de carotendides foi determinado pela

equacao 1 (Rodriguez-Amaya, Kimura, 2004).

C = ABSxVx10*/ AY% xP (eq. 1)
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sendo, C= concentracdo de carotendides totais, expressos em mg de -
caroteno kg™ amostra; ABS= absorbancia; V = volume do extrato (mL); A1% = 2500

(coeficiente de absorcéo do solvente) e P = peso da amostra (Q).

Conteudo de clorofilas - Para a anadlise de clorofilas utilizou-se a metodologia da
AOCS - Tentative Method Cc 13d-55 (1992), empregando solucdo de iso-
octano:etanol (3:1). A leitura foi realizada em espectrofotometro (Ultrospec 2000) a
630, 670 e 710 nm. O teor total de clorofilas foi expresso em mg clorofila kg™

amostra.

Perfil de &cidos graxos - A composicdo em acidos graxos dos azeites foi
determinada por cromatografia em fase gasosa, na forma de ésteres de acidos
graxos, previamente preparados através da técnica de derivatizacdo descrita por
Zambiazi et al. (2007), com pequena modificagdo. Aproximadamente45 mg de azeite
foi dissolvido em 1 mL de éter de petréleo, seguindo-se com adicdo de 12 mL de
solucdo metandlica de acido cloridrico 0,5 N. As amostras foram colocadas em
estufa a 65 ° C por 1 hora, e agitadas periodicamente.Apos resfriamento, 6 mL de
agua e 5 mL de isooctano foram adicionados as amostras. As amostras foram
agitadas, e a parte da camada organica foi retirada para determinar a composi¢ao
de acidos graxos. As andlises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso-CG (Perkin
Elmer Clarus500), provido com detector FID, coluna capilar (Phenomenex) com fase
liquida constituida de 5% de fenil e 95% de dimetilpolisiloxano e com dimensfes 15
m x 0,32 mm x 0,1 um, e de injetor automatico com capacidade de 5 yL. Os dados
foram adquiridos e processados com auxilio do software Clarus 500. Utilizou-se
gradiente de temperatura, com temperatura inicial da coluna de 90 °C, mantida por 1
min; ap6s, passou para 160 °C com incremento linear de 12°C min™, mantida por 3,5
min; seguindo a 190 °C com incremento linear de 1,2 °C min’; e finalmente a 230 °C
com incremento linear de 15 °C min™, mantida por 15 min. O injetor e o detector
foram mantidos na temperatura de 230 °C e 240 °C, respectivamente. Utilizou-se o
nitrogénio como gas de arraste a 1,5 mL m™. Os &cidos graxos foram identificados
por meio da comparacao com os tempos de retencédo dos padrbes e o teor de cada
acido graxo nas amostras de azeite foi calculado de acordo com a area de cada um
dos picos obtidos nos cromatogramas, multiplicadas por 100 e dividido pela area
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total de &cidos graxos da amostra, sendo 0s resultados expressos em porcentagem

relativa.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk), a homocedasticidade (teste de Hartley) e a independéncia dos residuos foi
verificada graficamente. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de
variancia (p<0,05). Em caso de significancia estatistica, compararam-se os efeitos
das cultivares pelo teste t (p<0,05) e das safras pelo teste de Tukey (p<0,05).
Adotou-se 0 modelo linear de efeitos fixos para cultivares e os anos de avaliagéo
(safras) (SAS INSTITUTE, 2002).

3. Resultados e Discussao

3.1 Determinacdesanaliticas

Houve interacdo entre os fatores de tratamento testados para todas as
variaveis avaliadas (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Quanto ao parametro acidez livre, na
cultivar Koroneiki a safra 2009/10 apresentou comportamento diferenciado em
relacdo as demais. Ja, para ‘Arbequina’, todas as safras diferiram entre si. Ao
realizar a comparacdo entre as cultivares observou-se que ambas diferiram, para
todas as safras. Esse mesmo comportamento foi observado para o indice de
perdxidos (Tabela 1).

Com relacdo a absorgéo no ultravioleta a 232 nm para cv. Koroneiki, todas as
safras diferiram entre si, enquanto que na cv. Arbequina a safra 2011/12 apresentou
comportamento diferenciado, apresentando valor superior as demais. Ao realizar a
comparacao entre as cultivares observou-se que ambas diferiram, para todas as
safras (Tabela 1).

Foi observado no azeite da cv. Arbequina maiores valores de indice de
peroxidos e absor¢cdo no ultravioletra a 232 nm em todas as safras, os quais
denotam maior grau de oxidac&o desse azeite de oliva, quando comparado ao da cv.
Koroneiki. Esse resultado pode ser parcialmente explicado em fungcdo dos menores
teores de antioxidantes verificados no azeite da cv. Arbequina (Tabela 3), os quais
estao correlacionados positivamente com a estabilidade oxidativa do azeite de oliva
(PARDO, CUESTA, ALVARRUIZ, 2007).
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Tabela 1 - Caracteristicas analiticas de azeites de oliva monovarietais das safras
2009/10, 2010/11 e 2011/12. Dom Pedrito/ RS/ Brasil

Cultivares Safras
2009/10 2010/11 2011/12
Acidez livre (g &cido oléico 100g™)
Koroneiki 0,333 b* 0,537 a* 0,470 a*
Arbequina 0,197 ¥ 0,290 b 1,400 a
indice de peréxidos (meq O, kg™?)
Koroneiki 6,520 b* 10,943 a* 11,267 a*
Arbequina 9,897 c 14,943 b 26,500 a
K 232 nm
Koroneiki 1,290 b* 0,478 c* 1,663 a*
Arbequina 1,687 b 2,124 b 3,130 a
K 270 nm
Koroneiki 0,141 a"™ 0,030 b* 0,102 a*
Arbequina 0,108 c 0,147 b 0,287 a

ns e *, Nao-significativo e significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05) comparando as cultivares, dentro
de cada safra. ¥ Médias acompanhadas por mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p=0,05) comparando as safras, em cada cultivar.

Com excecao do azeite da cultivar Arbequina na safra 2011/12, todas as
outras amostras apresentaram indice de acidez livre, peréxidos e absorbancia nos
comprimentos de onda a 232 e 270 nm compativeis com azeite de oliva extra-virgem
(BRASIL, 2012). Considerando-se os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira
e internacional (BRASIL, 2012; IOOC, 2011),0 azeite‘Arbequina’,na safra2011/12,
pode ser enquadrado na categoria do azeite de oliva virgem em relacdo ao indice de
acidez livre (= 0,8 % e = 2,0 %). As alteragdes observadas neste azeite
possivelmente ocorreram em funcao do intervalo de tempo entre a colheita e a
extracdo, o qual excedeu as 24 horas, ficando as azeitonas suscetiveis a hidrolise e
oxidacdo (ALBA, 2004).

Estes parametros de qualidade estédo relacionados com as caracteristicas do
fruto, que podem ser influenciadas por fatores exdégenos como enfermidades e
insetos, além damanipulagdo antes, durante e ap0s o processamento doazeite
(MENDEZ, FALQUE, 2007; ISSAOUI et al., 2009; KANDYLIS et al., 2011,
POULIAREKOU et al., 2011).
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3.2 Compostos bioativos

O conteudo dos tocoferdis individuais para os azeites de oliva
monovarietais,cvs. Koroneiki e Arbequina, das safras 2009/10, 2010/11 e
2011/12estdo demonstrados na Tabela 2. Nas condigdes deste estudo, o y- tocoferol
elui conjuntamente com o B-tocoferol, o que € suportado pela literatura (CHEN et al.,
2011; PESTANA et al., 2008), onde € relatado que a coluna de fase reversa (RP-

HPLC) n&o permite a separacao desses isbmeros.

Tabela 2 -Tocoferdis individuais em azeites de oliva monovarietais das safras
2009/10, 2010/11 e 2011/12. Dom Pedrito-RS/Brasil

Cultivares Safras
2009/10 2010/11 2011/12
y+B —T: gama+beta-tocoferol (mg kg?)
Koroneiki 3,618 b™ 10,900 a* 11,367 a*
Arbequina 3,379 b 3,367 b 7,437 a
a —T: alfa-tocoferol (mg kg™)
Koroneiki 304,300 b"™ 292,300 b* 396,730 a*
Arbequina 287,147 bY 356,167 a 287,040 b
d —T: delta-tocoferol (mg kg™)
Koroneiki nd a* nd a* Nd a*
Arbequina 2497 b 3,117 a 2,360 b
Tocoferéis Totais(mg kg™)
Koroneiki 307,920 303,200 408,100
Arbequina 293,023 362,650 297,503

ns

e * Nao-significativo e significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05) comparando as
cultivares, dentro de cada safra. Médias acompanhadas por mesma letra na linha ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (p<0,05) comparando as safras,em cada cultivar.

Os teores de a-tocoferol e (y+f)-tocoferol diferiram significativamente entre os
azeites das cvs. Arbequina e Koroneiki nas safras 2010/11 e 2011/12. Para o a-
tocoferol, ao realizar a comparagdo entre as safras, na cultivar Koroneiki a safra
2011/12 apresentou comportamento diferenciado, sendo o conteldo superior em
relacdo as demais, e para ‘Arbequina’, a safra 2010/11 foi distinta, com maior teor
dea-tocoferol . Tal composto variou entre 287,04 mg kg™ (2011/12) e 356,00mg kg™
(2010/11) no azeite da cv. Arbequina, e entre 292,30mg kg™ (2010/11) e 396,73 mg
kgt (2011/12) na cv. Koroneiki. Od-tocoferol néo foi detectado no azeite da cv.

Koroneiki em qualquer das safras. Seu conteudo no azeite da cv. Arbequina néo
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diferiu significativamente entre as safras 2009/10 e 2011/12, sendo inferiores ao da
safra 2010/11.

O comportamento observado no presente trabalho é suportado por Tura et al.
(2007), os quais afirmam que o conteudo de tocoferdis sdo variaveis em funcdo da
cultivar, e por Beltran et al. (2005),0s quais também sugerem haver efeito de
diferentes safras sobre o contetudo de tocoferois.Considerando o comportamento
observado no presente trabalho, houve interacdo significativa entre os fatores
cultivar e safra, concordando com o descrito por Beltran et al. (2010).

O conteudo total de compostos fendlicos, carotendides e clorofilas, dos
azeites de oliva ‘Koroneiki’ e ‘Arbequina’, das safras 2009/10, 2010/11 e 2011/12

estdao demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Teor de compostos bioativos (mg kg™) em azeites de oliva monovarietais
das safras 2009/10, 2010/11 e 2011/12. Dom Pedrito-RS/Brasil

Cultivares Safras

2009/10 2010/11 2011/12

Fendis totais (acido galico)
Koroneiki 140,867 b* 119,567 c" 224,500 a*
Arbequina 62,250 c¥ 107,100 a 79,167 B
Carotenoides totais (3-caroteno)
Koroneiki 6,455 b* 7,247 a* 6,537 b*
Arbequina 5,436 b 6,323 a 4,140 C
Clorofilas totais

Koroneiki 1,880 a* 1,120 b* 1,880 a*
Arbequina 1,420 b 2,877 a 1,420 B

" e * NA&o-significativo e significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05) comparando as

cultivares, dentro de cada safra.¥ Médias acompanhadas por mesma letra na linha ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (p<0,05) comparando as safras,em cada cultivar.

Quanto ao parametro compostos fendlicos, ao realizar a comparacao entre as
cultivares observou-se que ambas ndo diferiram na safra 2010/11. O contetudo de
compostos fendlicos foi superior no azeite da cultivar koroneiki nas safras 2009/10 e
2011/12. Em relacdo as safras, houve variacdo significativa nos teores dos
compostos fenolicos, para ambas as amostras de azeite de oliva. O teor de
compostos fendlicos variou entre 62,25 mg kg™ e 107,10mg kg™ no azeite da cv.
Arbequina e entre 119,57mg kg™ e 224,50 mg kg™ no da ‘Koroneiki’. Observou-se
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variacdo de 72,05 e 87,76%,respectivamente,no conteddodestes compostos,
considerando as trés safras consecutivas.

Entretanto, os teores de compostos fendlicos variaram de forma distinta e
inversa em relacdo as safras nas cvs. Arbequina e Koroneiki. O teor destes
fitoquimicos foi superior na safra 2010/11 no azeite cv. Arbequina, ano em que
ocorreu menor precipitacdo no periodo da pré-maturacdo e maturagdo dos frutos.
Este resultado esta de acordo com outros autores, 0s quais relacionam o aumento
do contetdo de compostos fendlicos em anos de menor precipitacdo pluviométrica
(BELTRAN, 2000; TOVAR et al., 2003). No entanto, no azeite cv. Koroneiki
observou-se comportamento distinto na mesma safra, podendo ser explicado pela
resisténcia desta cultivar a seca (BARRANCO, 2004).

O conteudo médio determinado nas amostras de azeite para as cvs.
Arbequina (82,84 mg kg™*) e Koroneiki (161,65 mg kg™) séo inferiores ao encontrado
por Allalout et al. (2009) para os azeites de oliva produzidos a partir das mesmas
cultivares no norte da Tunisia, com teores médios para trés safras, de 108,3 e 236,5
mg acido galico kg™, respectivamente.

Os resultados obtidos corroboram com trabalhos que demonstram que a
cultivar (OCAKOGLU et al., 2009) e a safra (OUESLATI et al., 2009), séo fatores
determinantes para o conteddo dos compostos fendlicos em azeite de oliva. Além
disso, as condi¢cdes de processamento e armazenamento também influenciam,
devido a acdo das enzimas peroxidases e polifenoloxidases (GARCIA-RODRIGUEZ
et al., 2011).

Considerando o contetdo de compostos fendlicos encontrados no presente
trabalho, o azeite da cv. Koroneiki demonstra maior potencial para estabilidade
oxidativa, pois esses compostos correlacionam-se positivamente com a resisténcia
a oxidacdo (TURA et al., 2007). Alto conteudo destes compostos contribuem para
maior vida de prateleira dos azeites de oliva extra-virgem, além de contribuirem para
0 sabor amargo caracteristico do azeite (BENDINI et al., 2007).

Quanto aos pigmentos, os teores de carotenoides variaram entre 4,14mg kg™
(cv. Arbequina, safra 2011/12) a 7,25 mg kg™ (cv. Koroneiki, safra 2010/11). Entre as
cultivares, o azeite da cv. Koroneiki apresentou maior teor desse pigmento nas trés
safras analisadas, demonstrando influéncia do fator genético nos carotenoides
totais. Esta observacdo concorda com Allalout et al. (2009) e Giuffrida et al. (2001),
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0s quais descreveram que o teor desse pigmento é determinado, principalmente,
pela cultivar.

Em relacdo a variabilidade deste pigmento entre as safras, no azeite da cv.
Arbequina houve diferenca significativa no contetdo de carotenoides nas trés safras,
enquanto que no da cv. Koroneiki ndo foi observado diferenca no contetdo entre as
safras 2009/10 e 2011/12. Adicionalmente, o teor de carotenoides foi superior em
ambas as amostras de azeite de oliva na safra 2010/11, na qual foi registrada menor
precipitacdo no periodo de pré-maturacdo e maturacdo das azeitonas (Figura 1),
verificando-se, possivelmente, efeito em fungéo desta condicdo ambiental.

Em relag&o ao teor de clorofilas, o azeite da cv. Koroneiki apresentou valores
significativamente superiores nas safras 2009/10 (1,88 mg kg™) e 2011/12 (1,88 mg
kg™) e inferior na safra 2010/11(1,12 mg kg). Oazeite da cv. Arbequina, demonstrou
comportamento inverso, com teores inferiores nas safras 2009/10 (1,42 mg kg™) e
2011/12 (1,42 mg kg™) e superior na safra 2010/11 (2,88 mg kg™). Pode-se observar
qgue o teor de clorofila foi superior no azeite da cv. Koroneiki quando comparado ao
da ‘Arbequina’ nas safras 2009/10 e 2011/12, as mesmas em que o teor de clorofila
foi superior quando comparado a variabilidade entre as safras para essa cultivar.

Foi encontrado neste estudo que a presenca deste pigmento no azeite das
cultivares analisadas € resultado da interacdo da cultivar com o meio ambiente, pois
cada uma respondeu de maneira inversa nas safras avaliadas. Isto é suportado pela
literatura, pois segundo Beltran et al. (2005), o teor das clorofilas € influenciado pela
cultivar e condicbes ambientais, o que pode explicar a variacdo nas diferentes
safras.

3.3 Perfil de acidos graxos

Os principais acidos graxos identificados nas amostras de azeite de oliva
foram palmitico, palmitoléico, estearico, oléico, linoléico e linolénico (Tabela 4). O
acido oléico foi o majoritario em todas as amostras de azeite de oliva analisadas,
variando entre 62,69 (cv. Arbequina) e 76,30 (cv. Koroneiki).Os percentuais relativos
para os acidos graxos encontram-se dentro dos limites preconizados para azeite de
oliva, tanto pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2012) quanto pela regulamentacéo
internacional (EEC, 2003; I00C 2011).
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Tabela 4 -Acidos graxos (%) em azeites de oliva monovarietais das safras 2009/10,
2010/11 e 2011/12. Dom Pedrito-RS/Brasil

Cultivares Safras BRASIL
2009/10 2010/11 2011/12 (2012)

c16?

Koroneiki 13,477 a* 13,003 a* 11,860 b* 752200

Arbequina 16,633 a¥ 17,403 a 17,100 a ' '
Cl6:1

Koroneiki 1,533 a* 0,923 b* 0,860 b* 03235

Arbequina 3,127 a 3,070 a 2,387 b ' ’
C18

Koroneiki 1,767 a* 2,100 a* 1,920 a* 05a50

Arbequina 1,387 a 1,363 a 1,363 a ’ ’
C18:1

Koroneiki 75,657 a* 76,297 a* 75,750 a*

Arbequina 67,643 a 62,693 C 64410 02830
C18:2

Koroneiki 5,923 b* 6,330 a* 5,343 c* 352210

Arbequina 10,077 b 13,997 a 13,287 A ' ’
C18:3

Koroneiki 0,857 a* 0,803 a"™ 0,807 a* <10

Arbequina 0,673 b 0,783 a 0,763 A -
Total

Koroneiki 99,214 99,456 96,540

Arbequina 99,540 99,309 99,310
> AGM

Koroneiki 77,19 77,22 76,75

Arbequina 70,53 65,76 66,80
5> AGP

Koroneiki 6,78 7,13 6,00

Arbequina 10,75 14,77 14,05

AGM/AGP
Koroneiki 11,38 10,8 12,46
Arbequina 6,56 4,45 4,75

ns

e * Nao-significativo e significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05) comparando as

cultivares, dentro de cada safra. Médias acompanhadas por mesma letra na linha ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05) comparando as safras, em cada cultivar.?Acidos graxos - C16:0:
palmitico, C16:1: palmitoleico, C18:0: estearico, C18:1: oléico, C18:2: linoléico, C18:3: linolénico.
>AGS: somatério dos acidos graxos saturados; YAGM: somatério dos &cidos graxos
monoinsaturados; >AGP: somatério dos acidos graxos poliinsaturados; AGM/AGP: relagdo dos

acidos graxos monoinsaturados com os poliinsaturados.
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Com excecdo do acido graxo linolénico, safra 2010/11, os azeites das cvs.
Arbequina e Koroneikiapresentaram diferencga significativa em relagdo ao teor dos
acidos graxos, nas trés safras (Tabela 4). O teor dos acidos graxos esteérico, oléico
e linolénico foram superiores nos azeites da cv. Koroneiki quando comparado com o
azeite de cultivar Arbequina, nas trés safras avaliadas. Em contrapartida, o conteado
dos &cidos graxos linoléico e palmitoleico foram superiores no azeite da cv.
Arbequina. Pode-se inferir que a composicdo em &cidos graxos nos azeites das
cultivares avaliadas é influenciada pelo fator genético. Esses dados sao suportados
por Tura et al. (2007), os quais concluiram que a cultivar influencia na proporcéao dos
acidos graxos.

Adicionalmente, os teores dos acidos graxos palmitico e estearico na cv.
Arbequina, e estearico, oléico e linolénicona cv. Koroneiki, ndo variaram entre as
safras. Em funcdo da interacdo entre os fatores genético e ambiental, ndo foi
percebido um padrdo de comportamento para os acidos graxos em relacdo as
safras. Essas informacdes corroboram com relatos de Matos (2007) e Allalout et al.
(2009), os guais descrevem que a composicao em acidos graxos do azeite de oliva é
influenciada pelo indice de maturacéo, cultivar e diferentes locais de cultivo.

Por apresentar teor superior de acidos graxos monoinsaturados e inferior de
poli-insaturados, a maior relagcdo entre esses compostos foi encontrada no azeite da
cv. Koroneiki (10,80 % — 12,46 %), o que contribui para maior estabilidade oxidativa
guando comparado ao azeite da cv. Arbequina (4,45 % — 6,56 %). A maior
estabilidade também € confirmada pelas determinacdes de IP e absorcdo no
(K232nm) que demontramam menor oxidagdo no azeite da ‘Koroneiki’.Segundo
Aguilera et al. (2005) e Baccouri et al. (2008), além dos antioxidantes presentes no
azeite de oliva, a razao entre os acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados

apresentam correlacéo positiva com a estabilidade oxidativa do azeite.

4. Conclusbes

O azeite de oliva da cv. Koronieki apresentou valores compativeis,nos
paramentros de qualidade, com azeite de oliva extra-virgem nas trés safras
consecutivas. Enquanto que no azeite da cv. Arbequina este comportamento foi
mantido nas safras 2009/10 e 2010/11, pois na safra 2011/12 os paramentros de

qualidade o classificaram como azeite de oliva virgem.
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Existe variabilidade dos teores dos compostos bioativos nos azeites das
cultivares Arbequina e Koroneiki em funcao da interacdo entre os fatores cultivar e
safra.

O azeite da cv. Koroneiki apresentou maiores conteudos de compostos
fenolicos e declorofilas nas safras 2009/10 e 2011/12,de carotendides nas trés
safras avaliadas e de tocoferois na safra 2011/12.

A composicdo em acidos graxos situou-se dentro dos limites preconizados
para azeite de oliva, tanto pela legislacdo brasileira quanto pela regulamentacéo
internacional para os azeites de oliva das cvs. Arbequina e Koroneiki,em todas as
safras consideradas.O teor de acido oléico foi superior no azeite da cv. Koroneiki

nas trés safras avaliadas.

Referéncias

AGUILERA, M.P.; BELTRAN, G.; ORTEGA, D.; FERNANDEZ, A.; JIMENEZ, A.
Characterisation of virgin olive oil of Italian olive cultivars: ‘Frantoio' and ‘Leccino’,
grown in Andalusia. Food Chemistry, v. 89, n. 3, p. 387-391, 2005.

ALBA, J. Elaboracion del aceite de oliva virgen. In: Barranco, D., Fernandez-
Escobar, R., & Rallo, L. (Eds.). El cultivo del olivo. Cérdoba: Mundi-prensa, 2004,
p. 615 — 656.

ALLALOUT, A.; KRICHENE, D.; METHENNI, K.; TAAMALLI, A.; OUESLATI, |.;
DAOUD, D.; ZARROUK, M. Characterization of virgin olive oil from Super Intensive
Spanish and Greek varieties grown in northern Tunisia. Scientia Horticulturae, v.
120, p. 77-83, 2009.

AOCS.American Oil Chemists’ Society.Official and tentative methods of the
American Oils Chemists’ Society, Champaign, IL., 1992.

BACCOURI, O.;GUERFEL, M.; BACCOURI, B.; CERRETANI, L.; BENDINI, A.;
LERCKER, G.; ZARROUK, M.; DAOUD MILED, D.D.B. Chemical composition and
oxidative stability of Tunisian monovarietal virgin olive oils with regard to fruit
ripening. Food Chemistry, v. 109, p. 743-754. 2008.

BARRANCO, D. Variedades y patrones. In: BARRANCO, D.; FERNANDEZ-
ESCOBAR, R.; RALLO, L. (Eds.). El cultivo del olivo. 5. ed. Cérdoba: Mundi-
prensa, 2004, p. 63 -92.

BELTRAN, G. Influencia del proceso de maduracion del fruto de Olea europaea
L. sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los aceites. 2000. PhD Thesis.
Facultad de CC. Experimentales, Universidadde Jaén.



100

BELTRAN, G.; AGUILERA, M. P.; DEL RIO, C.; SANCHES, S.; MARTINES, L.
Influence of fruit ripening process on the natural antioxidante contento f Hojiblanca
virgin olive oils. Food Chemistry, v. 89, p. 207 -215, 2005.

BELTRAN, G.; AGUILERA, M.P.; DEL RIO, C., SANCHES, S.; MARTINES, L.
Variability of vitamin E in virgin olive oil by agronomical and genetic factors. Journal
of Food Composition and Analysis, v. 23, p. 633-639, 2010.

BENDINI, A.; CERRETANI, L.; CARRASCO-PANCORBO, A.; GOMEZ-CARAVACA,
A. M.; SEGURA-CARRETERO, A.; FERNANDEZ-GUTIERREZ, A.; LERCKER, G.
Phenolic molecules in virgin olive oils: A survey of their sensory properties, health
effects, antioxidant activity and analytical methods. An overview of the last
decade.Molecules, v. 12, p. 1679-1719, 2007.

BRASIL.Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa n°
1, 30 de janeiro de 2012. Regulamento técnico dos azeites de oliva e do dleo de
bagaco de oliva. Diario Oficial da Unido, Brasilia, n. 23, p. 5-8, 01 fev. 2012. Secédo
1.

CHEN, H.; ANGIULI, M.; FERRARI, C.; TOMBARI, E.; SALVETTI, G.; BRAMANTI,
E. Tocopherol speciation as first screening for the assessment of extra virgin olive oil
quality by reversed-phase high-performance liquid chromatography/fluorescence
detector. Food Chemistry, v. 125, n. 4, p. 1423-1429, 2011.

COUTINHO, E.F.;WREGE, M.S.; JUNIOR, C.R.; ALMEIDA, |.R.; STEINMETZ, S.
Clima.In. COUTINHO, E. F.; RIBEIRO, F. C.; CAPPELLARO, T. H. Eds. Cultivo de
Oliveira (Olea europaea L.).Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2009. 125p.
Coutinho,

EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Solos (CNPS). Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos.2® ed. Rio de Janeiro, Embrapa Solos, 2006, 412p.

EUROPEAN ECONIMIC COMMUNITY (EEC).(2003). Characteristics of olive and
olive pomace oils and their analytical methods.EEC Regulation 1989/2003.Official
Journal European Community, 295, p. 57-66.

GARQI’A-RODRI’GUEZ, R.; ROMERO-SEGURA, C.; SANZ, C.; SANCHEZ-ORTIZ,
A.; PEREZ, A. G. Role of polyphenol oxidase and peroxidase in shaping the phenolic
profile of virgin olive oil. Food Research International, v. 44, p. 629-635, 2011.

GIUFFRIDA, D.; SALVO, F.; SALVO, A.; COSSIGNANI, L.; DUGO, G. Pigments
profile in monovarietal virgin olive oils from various Italian olive varieties. Food
Chemistry, v. 124, p. 1119-1123, 2011.

GRANADOS, J. A. Enciclopédia del aceite de oliva. Editorial Planeta S. A,
Barcelona, 2000.

ISSAOUI, M.; DABBOU, S.; BRAHMI, F.; HASSINE, K. B.; ELLOUZE, M. H.;
HAMMAMI, M. Effect of extraction systems and cultivar on the quality of virgin olive



101

oils. International Journal of Food Science and Technology. v. 44, p. 1713-1720,
20009.

IOOC. (2010).International Olive Council.Method of Analisys: Spectrophotometric
investigation in the ultraviolet. COI/T20/Doc n°. 19/Rev. 3. Madrid. Disponivel em:
http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/224-testing-methods. Acesso em
22 de janeiro de 2011.

IOOC. (2011). International Olive Council. Trade standard applying to olive oils
and olive-pomace oils. COI/T.15/NC No 3/Rev. 6. Madrid. Disponivel em
http://<www.internationaloliveoil.gov . Acesso em 06 de fevereiro de 2012.

IOOC. (2013). International Olive Council. Disponivel em:
http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures. Acesso
em 06 de fevereiro de 2013.

KANDYLIS, P.; VEKIARI, A.S.;KANELLAKI, M.; GRATI KAMOUN, N.; MSALLEM,
M.; KOURKOUTAS, Y. Comparative study of extra virgin olive oil flavor profile of
Koroneiki variety (Olea europaea var. Microcarpa alba) cultivated in Greece and
Tunisia during oneperiod of harvesting.LWT - Food Science and Technology. v. 44,
p. 1333 — 1341, 2011.

MATOS, L.C.; CUNHA, S.C.; AMARAL, J.S.; PEREIRA, J.A.; ANDRADE, P.B.;
SEABRA, R.M.; OLIVEIRA, B.P.P. Chemometric characterization of three varietal
olive oils (Cvs. Cobrancosa, Madural and Verdeal Transmontana) extracted from
olives with different maturation indices. Food Chemistry, v. 102, p. 406 — 414, 2007.

MENDEZ, A. |.; FALQUE, E. Effect of storage time and container type on the quality
of extra-virgin olive oil.Food Control, v. 18, p. 521-529, 2007.

MORELLO, J. R.; ROMERO, M. P.; MOTILVA, M. J. Effect of the Maturation Process
of the Olive Fruit on the Phenolic Fraction of Drupes and Oils from Arbequina, Farga,
and Morrut Cultivars Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p. 6002-
6009, 2004.

OCAKOGLU, D.; TOKATLI, F.; OZEN, B.; KOREL, F. Distribution of simple phenaols,
phenolic acids and flavonoids in Turkish monovarietal extra virgin olive oils for two
harvest years, Food Chemistry, v. 113, p. 401 - 410, 2009.

OUESLATI, I.; ANNIVA, C.; DAOUD, D.; TSIMIDOU, M. Z.; ZARROUK, M. Virgin
olive oil (VOO) production in Tunisia: The commercial potential of themajor olive
varieties from the arid Tataouine zone. Food Chemistry,v. 112,p. 733-741, 2009.

PARDO, J. E.; CUESTA, M. A.; ALVARRUIZ,A. Evaluation of potential and real
quality of virgin olive oil from the designation of origin “Aceite Campo de Montiel”
(Ciudad Real, Spain).Food Chemistry, v. 100, p. 977-984, 2007.

PESTANA, V. R.,ZAMBIAZI, R. C., MENDONCA, C. R. B., BRUSCATTO, M.
H.Quality changes and tocopherols and y-orizanol concentrations. Journalof the
American Oil Chemists Society, v. 85, p. 1013-1019, 2008.


http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/224-testing-methods
http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures

102

POULIAREKOU, E.; BADEKA, A.; TASIOULA-MARGARI, M.; KONTAKOS, S.;
LONGOBARDI, F.; KONTOMINAS, M.G. Characterization and classification of
Western Greek olive oils according to cultivar and geographical origin based on
volatile compounds. Journal of Chromatography A, v. 1218, p. 7534 — 7542, 2011.

Rodriguez-Amaya, D. B., Kimura, M. HarvestPlus handbook for
carotenoidsanalysis (first ed.). Washington, DC and Cali: International Food Policy
Research Institute (IFPRI) and International Center for Tropical Agriculture (CIAT),
2004, 58 p.

SAS INSTITUTE. SAS user's guide: statistics, version 9.1. Cary: SAS Institute,
2002.

TOVAR, M. J, ROMERO, M. P., ALEGRE, S., GIRONA, J., MOTILVA, M.J.
Composition and organoleptic characteristics of oil from Arbequina olive (Olea
europaea L.) trees under deficit irrigation. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 82, p.1755-1763, 2003.

TURA, D.; GIGLIOTTI, C.; PEDO, S.; FAILLA, O.; BASSI, D.; SERRAIOCCO, A.
Influence of cultivar and site of cultivation on levels of lipophilic and hydrophilic
antioxidants in virgin olive oils (Olea Europea L.) and correlations with oxidative
stability. Scientia Horticulturae, v. 12, p. 108-119, 2007.

VAZQUEZ RONCERO, A.; JANER DEL VALLE, C; JANER DEL VALLE, M. L.
Determinacion de los polifenoles totales del aceite de oliva. Grasas y aceites,
Sevilla, v. 24, n. 6, p. 350-357, 1973

ZAMBIAZI, R. C. The role of endogenous lipid componentes on vegetable oil
stability.1997. 304f. Tese Doutorado. Winnipeg: University of Manitoba.

ZAMBIAZI, R. C.; PRZYBYLSKI, R.; ZAMBIAZI, M. W.; MENDONC, C. B. Fatty acid
composition of vegetable oils and fats. Boletim CEPPA, v. 25(1), p. 111-120, 2007.

WREGE, M. S.; COUTINHO, E. F.; STEINMETZ, S.; JUNIOR, C. R.; ALMEIDA, |. R.;
MATZENAUER, R.; RADIN, B. Zoneamento Agrocliméatico para Oliveira no Estado
do Rio Grande do Sul. Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2009. 24 p. (Embrapa
Clima Temperado. Documentos, 259).



103

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho sédo incipientes, contudo, pode-se
observar que os azeites produzidosapresentaram indices compativeis com azeite de
oliva virgem e extra virgem, considerando a legislacdo brasileira e internacional.Além
disso, os azeites produzidos na regido da campanha do Rio Grande do Sul possuem
fonte de compostos com atividade antioxidante, destacando-se os tocoferéis e os
compostos fendlicos. Assim, de modo geral, os azeites de oliva, independentemente
da cultivar, tem condi¢bes de atender o mercado brasileiro, contribuindo, no futuro,
para reducdo das importacées. Portanto, sugere-se que as pesquisas na area de
olivicultura, em especial nas avaliacbes quimicas, fisicas e sensoriais dos azeites
produzidos na regido sul do Brasil, tenham continuidade, pois acreditamos que desta
forma a cultura da oliveira podera consolidar-se como uma alternativa viavel para o

agronegadcio do pais.



