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Resumo

DIAS, Candice Soares. Estudo da vida util do azeite extravirgem e da extracdo por
ultrassom de extrato lipidico de bagaco de oliva 2022. 86f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Curso de Mestrado Profissional em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A producdo de azeite de oliva tem se desenvolvido no Brasil e em especial no Rio
Grande do Sul. A qualidade dos azeites de oliva, bem como sua vida util, sé&o
importantes aspectos a serem considerados. O estudo da vida util é necessario para
compreender as reacoes e fatores de degradacéo do azeite e desta forma determinar o
tempo para sua validade. O processamento do azeite gera como residuos o bagaco de
oliva e as &guas residuais. O bagaco de oliva tem sido utilizado como composto
organico, porém é fonte de uma fracéo lipidica. Objetivou-se investigar o 0s parametros
de qualidade do azeite extravirgem comercial produzido na Regido da Campanha no
Rio Grande do Sul durante o armazenamento, e 0 método de extracdo por ultrassom
assistida para recuperar o extrato lipidico do bagaco de oliva do residuo da
agroindustria de azeite. O azeite de oliva comercial foi caracterizado no tempo zero,
comparativamente aos critérios e limites preconizados em 6érgdos nacionais e
internacionais. O azeite foi mantido ao longo de 18 meses com incidéncia de luz natural
e artificial durante o dia e no escuro a noite, sob temperatura ambiente (16,1 a 26,5°C),
periodo em que foi avaliado quanto aos parametros de qualidade estabelecidos pela
legislacéo brasileira, e aos compostos fendlicos totais. O azeite manteve-se estavel até
0 8° més quando apresentou valor de 0,23 para coeficiente de extingdo a 270nm, no
14° més com 2,52 para coeficiente de extingdo a 232nm e no 17° més com acidez livre
de 0,90% em ac, oleico. As alteracbes quimicas constatadas até o 18° més
evidenciaram deterioracdo e comprometimento a qualidade do azeite, embora nao o
classifigue como impréprio para o consumo. O bagaco de oliva in natura resultante da
extracdo do azeite pelo processo de duas fases e o bagaco liofilizado foram
caracterizados, apresentando, respectivamente, 70,77 e 7,25% de umidade, 1,52 e
2,48% de cinzas, 7,71 e 22,57% de lipidios, 1,48 e 11,93 % de proteinas, 7,84 e
24,87% de fibra bruta e 10,68 e 30,95% de outros carboidratos; também foi avaliada a
atividade antioxidante que foi de 93,27 e 91,22% de inibicdo (radical DPPH®) e o
contetdo total de compostos fendlicos que foi de 65,17 e 111,22 mg EAG 100 g* de
Oleo. Para obtencédo do extrato lipidico do bagaco por ultrassom, o bagaco liofilizado foi
acrescido do solvente (etanol) e submetido a sonicacdo em diferentes proporcdes
bagaco:solvente (1:2 a 1:18), tempos (30 a 60 minutos) e temperaturas de extracédo (30
a 60°C), segundo planejamento experimental fatorial completo (2%). As variaveis
resposta foram rendimento de extrato lipidico, fendis totais e atividade antioxidante. Na
extracdo do extrato lipidico de bagacgo de oliva o maior rendimento foi de 44,41% no
tratamento onde a proporc¢éao foi de 1:10, tempo de 45 min e temperatura de 45°C. Ja a
recuperacdo de compostos fendlicos do extrato lipidico de bagaco de oliva obteve
melhor resultado no tratamento com 130,62mg de EAG 100 g* de 6leo na proporcéo
de 1:2, tempo de 60 min e temperatura de 30°C. A atividade antioxidante do extrato
lipidico foi preservada em todas as condi¢bes de trabalho estudadas, demonstrando
eficacia do método que ndo degradou compostos de interesse para este parametro.

Palavras-chaves: Olea europaea L. Azeitona. Residuo. Armazenamento. Extragéo de
oleo.



Abstract

DIAS, Candice Soares. Study of the shelf life of extra virgin olive oil and Ultrasonic
extraction of olive pomace oil 2022. 86f. Dissertation (Master’s in Food Science and
Technology) — Professional Master’s Course in Food Science and Technology, Faculty
of Agronomy “Eliseu Maciel”, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

The production of olive oil has developed in Brazil and especially in Rio Grande do Sul.
The quality of olive oils, as well as their shelf life, are important aspects to be
considered. The study of shelf life is necessary to understand the reactions and
degradation factors of olive oil and thus determine the time for its shelf life. The
processing of olive oil generates olive pomace and wastewater as waste. Olive pomace
has been used as an organic compound, but it is a source of a lipid fraction. The
objective was to investigate the quality parameters of commercial extra virgin olive oil
produced in the Campanha Region in Rio Grande do Sul during storage, and the
ultrasound-assisted extraction method to recover the lipid extract of olive pomace from
the residue of the olive oil agroindustry. . Commercial olive oil was characterized at zero
time, compared to the criteria and limits recommended by national and international
bodies. The oil was kept for 18 months with the incidence of natural and artificial light
during the day and in the dark at night, at room temperature (16.1 to 26.5°C), during
which time it was evaluated for quality parameters established by Brazilian legislation,
and the total phenolic compounds. The oil remained stable until the 8th month when it
presented a value of 0.23 for an extinction coefficient at 270nm, in the 14th month with
2.52 for an extinction coefficient at 232nm and in the 17th month with a free acidity of
0.90% in ac, oleic. The chemical changes observed up to the 18th month showed
deterioration and compromised the quality of the oil, although it does not classify it as
unfit for consumption. The in natura olive pomace resulting from the extraction of olive
oil by the two-phase process and the lyophilized pomace were characterized,
presenting, respectively, 70.77 and 7.25% of moisture, 1.52 and 2.48% of ash, 7 71 and
22.57% of lipids, 1.48 and 11.93% of proteins, 7.84 and 24.87% of crude fiber and
10.68 and 30.95% of other carbohydrates; the antioxidant activity was also evaluated,
which was 93.27 and 91.22% of inhibition (radical DPPH®) and the total content of
phenolic compounds, which was 65.17 and 111.22 mg EAG 100g™ of oil. To obtain the
bagasse lipid extract by ultrasound, the lyophilized bagasse was added with solvent
(ethanol) and subjected to sonication at different bagasse:solvent ratios (1:2 to 1:18),
times (30 to 60 minutes) and temperatures of extraction (30 to 60°C), according to a
complete factorial experimental design (23). Response variables were lipid extract yield,
total phenols and antioxidant activity. In the extraction of lipid extract from olive pomace,
the highest yield was 44.41% in the treatment where the proportion was 1:10, time of 45
min and temperature of 45°C. The recovery of phenolic compounds from the lipid
extract of olive pomace obtained better results in the treatment with 130.62mg of EAG
100g™ of oil in the proportion of 1:2, time of 60 min and temperature of 30°C. The
antioxidant activity of the lipid extract was preserved in all working conditions studied,
demonstrating the effectiveness of the method that did not degrade compounds of
interest for this parameter.

Keywords: Olea europaea L. Olive. Residue. Storage. Oil extraction.
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1 Introducéo

O azeite de oliva é cada vez mais popular em todo o mundo, ndo s6 devido as
suas caracteristicas sensoriais, mas também pelos potenciais efeitos benéficos a
saude associados ao seu consumo. Tais efeitos fisioldégicos séo atribuidos ao seu pefrfil
de &cidos graxos, bem como a presenca de outros componentes quimicos, como
tocoferdis, fosfolipidios e compostos fendlicos (COVAS, 2007; MELLO & PINHEIRO,
2012).

A qualidade dos azeites de oliva, bem como sua vida util, esta diretamente
associada a sua composicdo quimica, a qual depende de fatores agronémicos, das
condicBes edafoclimaticas, da variedade e estadio de maturacdo da oliva, de fatores
tecnoldgicos relacionados com a extracdo (como o método e tipo de equipamentos
utilizados), bem como das condi¢cdes de colheita, armazenamento, embalagem e
transporte do produto (RODEGHIERO, 2016).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 1, de 30 de janeiro de 2012 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento — MAPA, que estabelece o “Regulamento
Técnico do Azeite de Oliva e do Oleo de Bagaco de Oliva”, define o padrdo oficial de
classificacdo do azeite de oliva e do 6leo de bagaco de oliva, considerando seus
requisitos de identidade e qualidade, a amostragem, o modo de apresentacdo e a
rotulagem, nos aspectos referentes a classificacdo do produto (BRASIL, 2012). A vida
atil, contudo, € definida pelas empresas/produtores caso a caso, levando em conta
fatores da colheita e producéo, variedade das azeitonas utilizadas e as embalagens.

O azeite quando armazenado para comercializacdo sofre processos quimicos
gue afetam negativamente suas propriedades durante seu prazo de validade,
particularmente mudancas nas concentracfes dos compostos com potenciais efeitos a
saude, os quais predominam no azeite fresco. A embalagem, a temperatura e a
luminosidade sé&o fatores que podem influenciar no tempo de degradacdo dos
compostos, envelhecendo o azeite; por isso € necessario estudar o comportamento dos

parametros estabelecidos na normativa brasileira durante a vida 0til e a degradacéo
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dos compostos quimicos desejaveis no azeite e assim obter os beneficios do consumo
do produto durante sua vida util.

Como o azeite brasileiro € um produto relativamente novo, ficou estabelecido a
validade baseado na cultura de outros paises, estando em torno de 6 a 24 meses
(FUENTES, 2011; JORGE, 2015). O estudo da vida util do azeite comercial brasileiro
irA proporcionar uma avaliagdo deste prazo de acordo com 0 comportamento e
degradacédo do azeite e assim determinar sua diferenciacdo. Também podera apontar
se o prazo de validade estipulado pelo produtor condiz com a estabilidade quimica dos
compostos quimicos desejaveis do produto e que a qualidade do azeite permite
aumentar sua vida util.

A expansdo do mercado de azeite de oliva tem impulsionado a olivicultura no
Brasil, onde é crescente o interesse pela cultura, especialmente nos estados do Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, S8o Paulo e Santa Catarina. A area cultivada com
oliveiras no Brasil encontra-se em uma extensdo de cerca de 7 mil hectares
(IBRAOLIVA, 2021). Por questdes climaticas, a atividade expandiu-se nas regifes
Sudeste e Sul. O Rio Grande do Sul contém a maioria dos olivais localizados na regido
da Campanha gaucha e na Serra do Sudeste, onde os frutos sdo destinados a extracdo
de azeite. Areas da metade sul do Estado tém se destacado na producio de olivas,
como Cagapava do Sul, Pinheiro Machado, Cachoeira do Sul, Santana do Livramento,
Cangucu, Dom Pedrito, Candiota, Jaguardo, Bagé, Encruzilhada do Sul, Formigueiro,
Piratini, S8o Sepé e Barra do Ribeiro (CARDOSO & DIAS, 2018).

Na safra 2005/2006 foram identificados pouco mais de 100 hectares com olivais
no Rio Grande do Sul, enquanto em 2016/2017, a area somou 3.464,6 hectares (JOAO
& CONTE, 2007; JOAO, ALMEIDA & AMBROSINI, 2017). A safra galcha de oliveiras
2016/2017 ficou em 550 toneladas de frutos e cerca de 55 mil litros de azeite de oliva
(SEAPI, 2017), em 2019 a safra atingiu o volume recorde de 1,4 milh&o de toneladas,
enquanto a producdo de azeite foi de 240 toneladas e o0 Rio Grande do Sul produziu
189 toneladas de olivas, conforme dados do Instituto Brasileiro da Olivicultura
(Ibracliva) (SEAPDR, 2019). Em 2020, a safra da oliveira sofreu com as intempéries do
clima e a producéo de oliva ficou quase 60% menor em relacdo a safra passada. Na
safra de 2021 houve um aumento de 71,4% em relacdo a safra 2020 no Rio Grande do
Sul. Para safra de 2022 foi anunciada uma producao de 448,5 mil litros de azeite de

oliva extravirgem para o Estado do Rio Grande do Sul. A Secretaria de Agricultura,
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Pecuéria e Desenvolvimento Rural do Rio Grande do Sul anunciou um aumento de
122% na producgéao de 2022 (SEAPDR, 2022).

A extracdo do azeite € um processo que gera como residuos o bagaco de oliva e
aguas residuais. O bagaco de oliva € um residuo semissoélido, moderadamente acido,
formado por caroco, polpa da azeitona (ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO,
2006) e agua de vegetacdo (NIAOUNAKIS & HALVADAKIS, 2006). O bagaco (polpa e
caroco) constitui aproximadamente 40% do volume total da matéria-prima original
(FREITAS, 2007). Medeiros et al. (2016) relata que todo residuo gerado no Brasil tem
sido utilizado como composto organico, sendo aplicado diretamente no olival como
fonte de nutrientes para as oliveiras, préatica que tem sido observada no Rio Grande do
Sul.

No bagaco de oliva, particularmente a fracao lipidica, apresenta perfil similar de
acidos graxos aos encontrados no azeite (JULIO, 2015), com maior concentracéo de
acido graxo oleico (68,3% a 73,3%), seguida do acido graxo palmitico (12,3% a 13,6%)
e do acido graxo linoleico (9,6% a 11,9%) (BORJA, RAPOSO, & RINCON, 2006). Neste
residuo destacasse os compostos fendlicos, dos quais alguns sdo moléculas com
potencial antioxidante e que podem ser usadas nas industrias farmacéutica, cosmética
e alimenticia (PAINI et al. 2015). Cioffi et al. (2010) descrevem atividade antioxidante
similar no azeite de primeira extracdo, no 6leo obtido do bagaco de oliva e nas folhas
de oliveiras.

A extracdo do 6leo do bagaco de oliva € normalmente realizada através de
tratamentos com solvente e processos fisicos (JORGE, 2015), usando solventes como
o hexano (RUIZ-MENDEZ, 2013) em processo de extracdo idéntico ao utilizado para
obtencéo de 6leo a partir de sementes e oleaginosas. Apos extracao, o 6leo é refinado
através de processos de descoloracdo, desodorizacdo e neutralizacdo, sob altas
temperaturas, operacgdes que reduzem ou eliminam os compostos fenolicos. Os 0Oleos
pertencentes a esta categoria séo limpidos, sem sedimentos, sem odores ou sabores
especificos e possuem uma coloragdo amarela ou amarela acastanhada (CODEX,
2017). O refino do 6leo de bagaco de oliva reduz muitos constituintes benéficos, mas &
um processo indispensavel para torna-lo comestivel.

O ultrassom € uma tecnologia que tem sido aplicada em diversas operacdes na
ciéncia de alimentos (KADAM et al., 2015; SAMARAM et al., 2015). A técnica de
ultrassom para extracdo do extrato lipidico do bagaco de oliva € uma alternativa que

pode acelerar o processo de extracdo e melhorar a extracdo de compostos com
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potencial bioativo (LIANFU & ZELONG, 2008). E possivel utilizar solventes alternativos
e nao poluentes e tecnologias menos agressivas. Estudos envolvendo métodos
alternativos e solventes inofensivos ao meio-ambiente e a saude humana tém sido
empregados (TIAN et al., 2013), sendo amplamente utilizados para extracdo de lipidios
em material biol6gico, na extracdo de compostos fendlicos em morangos e extragdo de
Oleo de soja.

Estudos de Dias & Pereira (2017) apresentaram 21 a 27% de extrato lipidico
extraido do bagaco de oliva liofilizado pelo método de Goldfish (CECCHI, 2003),
utilizando hexano e etanol como solventes, sugerindo viabilidade no aproveitamento
deste residuo.

Na Regido da Campanha do Rio Grande do Sul, com o crescimento do setor, ha
consequentemente um aumento da geracdo de residuos decorrentes do
processamento da azeitona que poderdo vir a representar um problema ambiental.
Diante disto, surge o interesse em seu aproveitamento com beneficios econébmicos
agregacao de valor ao residuo além da reducgéo no impacto ambiental. Neste sentido, o
método de extracdo por ultrassom assistida com a finalidade de recuperar o extrato
lipidico do bagago de oliva da agroindustria de azeite mostra-se uma importante
alternativa.

O bagaco de oliva seco apresenta alto teor de lipidios, este residuo também
possui 0S mesmos compostos do azeite extraido, o método que utiliza a técnica de
extracdo por ultrassom assistida tem demonstrado, através de estudos, ndo degradar o
extrato lipidico assim como seus compostos, possibilitando o aumento da quantidade
destes.

Aperfeicoar o processo de producdo do extrato lipidico de bagaco de oliva,
identificar e aumentar a concentracdo de compostos que possam enriquecer o azeite
pode torna-lo mais saudavel e estavel, e aumentar a vida util. Vislumbra-se que o
reaproveitando deste residuo para extracao do extrato lipidico de bagaco de oliva trara
beneficios diretos e indiretos como: gerar maior producdo de azeite com teor
expressivo de compostos quimicos de interesse, tornar o extrato lipidico de bagaco de
oliva um subproduto valorizado, e minimizar problemas ambientais ocasionados por
descarte inadequado do bagaco original. Além disso, o bagaco de oliva
desengordurado e seco pode ser utilizado como fonte de fibras e carboidratos.

Considerando o contexto explanado, e visando contribuir com a industria

olivicola da Regido da Campanha em especial na microregido denominada Serra do
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Sudeste (RAMBO, 1954), este trabalho consistiu em dois estudos distintos. O primeiro
refere-se ao estudo da vida util do azeite produzido naquela regido e o segundo a
avaliacdo do método de extracdo por ultrassom assistida para recuperar a extrato

lipidico do bagaco de oliva remanescente no residuo da producéo de azeite.



2 Objetivo

2.3. Objetivo geral

Investigar os parametros de qualidade do azeite comercial do tipo extravirgem
produzido na Regido da Campanha no Rio Grande do Sul durante o armazenamento, e
o0 método de extracdo por ultrassom assistida para recuperar o extrato lipidico do

bagaco de oliva do residuo da agroindustria de azeite.

2.4. Objetivos especificos

Caracterizar os parametros de identidade e qualidade do azeite comercial do tipo
extravirgem produzido na Regido da Campanha.

Monitorar por 18 meses o efeito do armazenamento na presenca de luz e em
temperatura ambiente de um azeite comercial quanto aos parametros de qualidade:
indice de peréxido, indice de acidez e coeficiente de extingao.

Quantificar o teor total de compostos fenélicos no azeite de oliva comercial ao
longo de 18 meses de armazenamento.

Caracterizar o bagaco de oliva in natura e liofilizado.

Estudar a extracdo da fracdo lipidica do bagaco de oliva por ultrassom através
de planejamento experimental.

Determinar o rendimento do extrato lipidico bruto obtido através do método de
extragao por ultrassom.

Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante do extrato lipidico do bagaco de oliva liofilizado obtido pelo processo de

extracao assistida por ultrassom.



3 Hipoteses

O azeite de oliva extravirgem produzido na regido da campanha, RS, tem
a vida util comprometida em condi¢gbes usuais de armazenamento e
comercializacao.

O método de extracdo por ultrassom assistida, utilizando etanol como
solvente, para recuperar o extrato lipidico do bagaco de oliva do residuo
da agroindustria de azeite, resulta em elevados rendimentos em extrato

lipidico bruto e concentracédo de compostos fendlicos totais.



4 Revisao de literatura

4.1 A cultura da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma planta angiosperma dicotiledénea
pertencente a familia botanica Oleaceae, que compreende espécies de plantas
distribuidas pelas regides tropicais e temperadas do mundo. Existem cerca de 35
espécies do género Olea. Na espécie O. europaea estdo incluidas todas as oliveiras
cultivadas e também as oliveiras silvestres pois é a Unica espécie que origina frutos
comestiveis. Gragcas a sua estrutura xerofitica, desenvolve-se bem mesmo em
ambientes com verdes longos, quentes e secos, e com baixos indices pluviométricos
(WREGE, 2015).

No Brasil, a oliveira foi introduzida ha varios séculos e em quase todos o0s
estados da Federacdo, porém com maior frequéncia nas regifes Sul e Sudeste
(COUTINHO, 2009). No Rio Grande do Sul o cultivo da oliveira foi introduzido
oficialmente em 1948; contudo, a expansédo data das ultimas duas décadas. Na safra
2005/2006 foram cultivados pouco mais de 100 hectares com olivais no Rio Grande do
Sul (JOAO & CONTE, 2007), em 2008, a éarea cultivada em territério gatcho foi
estimada em 139 hectares (SAUERESSIG, 2018), tendo em 2016 uma area de cerca
de 1.700 hectares plantados, (SEAPDR, 2022). Enquanto em 2017, ultrapassou os 3
mil hectares (SAUERESSIG, 2018).

Silva et. al. (2020) registraram na Figura 1 a localizacdo de 60 produtores de
oliva para a extracao de azeite e 8 lagares (plantas de processamento) implantados no
Rio Grande do Sul.
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" Regides do RS

Lagoa Mirim e Laquna dos Patos
Reaido Norte

Reaido Centro-Norte
Keqiao Nordeste
Reqido Noroeste
Regido Centro-Sul
Regido Leste

Reaido Centro-Leste
Regido Centro-Nordeste
Regido Fronteira-Oeste
Reagido Centro-Oeste
Regido Fronteira-Leste
Regido Sul

' Produtores

’ Industria processadora de
azeite

Figura 1 - llustrac@o com a localizagdo dos produtores de oliveira e lagares do Rio Grande do Sul.
Fonte: Silva et al., 2020.

Atualmente o Rio Grande do Sul é o maior produtor de azeites do Brasil.
Conforme dados do Ibraoliva (Instituto Brasileiro de Olivicultura), o Estado possuia
aproximadamente 10 mil hectares cultivados em 2021, 73 produtores do fruto e de 77
rétulos diferentes de azeite. Sendo o Rio Grande do Sul responsavel por 70% da
produgdo nacional de azeite. A safra 20/21 foi estimada em 202 mil litros de azeite
extravirgem (SEAPDR, 2021). Na safra 21/22 a quantidade de azeite produzido no Rio
Grande do Sul foi de 448,5 mil litros. O Ibraoliva considera que até 2025 o Brasil

alcanca 20 mil hectares de oliveiras plantadas (SEAPDR, 2022).

4.2 Classificacéo e requisitos de qualidade do azeite de oliva

A Instrugcdo Normativa MAPA n° 1, de 30 de janeiro de 2012 (BRASIL, 2012)
define padrdes oficiais de classificacdo do azeite de oliva e do 6leo do bagaco de oliva.
Conforme a instrucdo o azeite de oliva e o 6leo de bagaco de oliva sdo produtos
obtidos somente do fruto da oliveira (Olea europaea L.). O azeite de oliva é alcancado
por processos mecanicos, sob condi¢cdes que ndo provoquem alteragbes, e que ndo
tenham sido submetidos a outros tratamentos como uso de solvente, por processo de
re-esterificacdo ou pela mistura com outros Oleos, independentemente de suas

proporcdes. Estes azeites apresentam-se limpidos, com tonalidades de amarelo a
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verde, com odor e sabor particularizados pelas variedades autorizadas. S&o adequados
ao consumo no seu estado natural (CODEX, 2017). Também define o 6leo de bagaco
de oliva obtido através de tratamento fisico e ou com solvente, excluido todo e qualquer
Oleo obtido por processo de re-esterificacdo ou pela mistura com outros Oleos,
independentemente de suas proporcoes.

O azeite e o0 6leo de bagaco de oliva podem ser classificados em grupos e tipos
com base em parametros como matéria-prima, processos de obtencao, percentual de
acidez e tecnologia aplicada para extracdo, podendo ser enquadrados em grupos,

conforme classificagéo a seguir (BRASIL, 2012):

Azeite de oliva virgem: 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, decantacao, centrifugacéao e filtracdo. O azeite de oliva virgem
é classificado em trés subtipos, extravirgem, virgem e lampante.

Azeite de oliva: o produto constituido pela mistura de azeite de oliva refinado

com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva extravirgem.

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

de oliva virgem mediante técnicas de refino que ndo provoquem alteracédo na estrutura
gliceridica inicial.

Oleo de bagaco de oliva: o produto constituido pela mistura de 6leo de bagaco

de oliva refinado com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva extravirgem;

Oleo de bagaco de oliva refinado: o produto proveniente do bagaco do fruto da

oliveira mediante técnica de refino que néo provoque alteracdo na estrutura gliceridica
inicial.

Ruiz et al. (2017) relatam que o azeite ndo é um produto que melhora com o
tempo. Assim, um determinado azeite passa por processos quimicos que afetam
negativamente suas propriedades durante o armazenamento. Diante disso, torna-se
necessario conhecer a vida atil do azeite de oliva produzido no Brasil. Responder
perguntas sobre o comportamento do azeite comercial durante sua vida util pode ajudar
na determinacdo do prazo de validade e também no estudo da forma adequada de
armazenamento deste produto. A legislacdo permite ao produtor determinar o periodo
propicio para o consumo e sua preservacao em funcdo da garantia da técnica utilizada

e da preservacao de suas propriedades até serem adquiridos.
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Os requisitos de qualidade e autenticidade que tipificam os azeites e o 6leo de
bagaco de oliva sédo definidos em funcédo do percentual de acidez livre, do indice de
peréxidos e da extingdo especifica no ultravioleta, bem como da composicéo de acidos
graxos, esterdis, estigmastadienos e ceras, previstos no Anexo | da Instrucdo
Normativa MAPA n° 1, de 30 de janeiro de 2012 (BRASIL, 2012) cujos limites estao
apresentados no Quadro 1.

Os parametros de qualidade e autenticidade podem ser influenciados por fatores
como maturacdo, armazenamento, acdo enzimatica, qualidade da azeitona, producao
de azeite sistema, grau de refino e pureza (BRASIL, 2005; SILVA et al., 2012).

Quadro 1 - Limites de tolerancia de parametros de qualidade do azeite de oliva e do éleo de bagaco de

oliva conforme Instrugdo Normativa MAPA n° 1, de 30 de janeiro de 2012

. Azeite de | Oleode | ©'€0de
. . . Azeite . bagaco
Grupo Azeite de oliva virgem . oliva bagaco .
de oliva : . de oliva
refinado | de oliva ,
refinado
Tipo Extravirgem Virgem Lampante  Unico Unico Unico Unico
Acidez Livre (%) <0,80 <2,00 >2,00 <1,00 <0,30 <1,00 <0,30
indice de Perdxidos *
(mEq/kg) <20,0 <20,0 <15,00 <5,00 <15,00 <5,00
Extingdo 270nm <0,22 <0,25 * <0,90 1,1 <1,70 <2,00
especifica no Delta K <0,01 <0,01 * <0,15 <0,16 <0,18 <0,20
ultravioleta 232 nm <2,50 <2,60 * * * * *

(*) Nao se aplica.
Fonte: Brasil, 2012.

A acidez livre presente no azeite de oliva e no 6leo de bagaco de oliva é um
importante critério de qualidade, que expressa o conteddo de &cidos graxos livres
(BOSKOU, 1998; AUED-PIMENTEL et al., 2002; PINE et al., 2009). Quanto menor o
grau de acidez mais alta é sua qualidade (HERRERA & DUENAS, 2008). Contudo,
qualquer injaria no fruto pode provocar danos aos tecidos que propiciam a acao das
lipases, as quais hidrolisam os triacilglicerois, liberando acidos graxos livres o que
induz ao aumento da acidez (UCEDA, HERMOSO & AGUILERA, 2008; TOUS et al.,
1997; PEIXOTO, SANTANA & ABRANTES 1998). Fatores como ocorréncia de pragas
nos olivais, clima, manejo na colheita, processo de producdo e armazenamento do
azeite, entre outros, também influenciam no percentual de acidez livre (BOSKOU,
1998; TENA et al., 1997; TOUS, ROMERO & PLANA, 1998).

O indice de per6xido € um importante pard@metro de avaliacdo do grau de

oxidacdo de um azeite, reacao que origina compostos que alteram o sabor do produto
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e sao facilmente percebidos pelas papilas gustativas (ANGEROSA, LANZA &
MARSILIO, 1996; JORGE, 2010). Os peréxidos reagem com o iodeto de potassio
proporcionando a medida do conteddo de oxigénio reativo, que € expresso em
miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de azeite. O limite do indice de
peroxido para que o azeite de oliva seja considerado préprio para 0 consumo humano é
de 20 meq de O, ativo kg (GRANADOS, 2000; MORETTO & FETT, 1998; UCEDA,
HERMOSO & AGUILERA, 2008), valores superiores indicam a deterioracdo do
produto. Os antioxidantes presentes no azeite reagem com os radicais livres
resultantes do processo oxidativo. O indice de perdoxidos aumenta apenas quando 0s
antioxidantes existentes sao insuficientes para compensar a formacgéo desses radicais,
ou seja, no estado inicial existe um equilibrio entre a taxa de formacao de peroxidos e a
sua taxa de degradacdo (BESTER et al., 2008; MARTINEZ-PINEDA et al., 2011).

Coeficientes de extincao indicam se o produto se origina de matérias-primas de
boa qualidade e se as condicbes de processamento foram adequadas. A extincao
especifica por absorcdo na regido ultravioleta também indica a presenca de compostos
oxidados, sendo um parametro utilizado para auxiliar na avaliacdo do estado de
conservacdo do azeite. Baseia-se nos métodos espectrofotométricos na regido do
ultravioleta, onde elevados coeficientes de extincdo se devem a oxidacdo ou ao
desdobramento de produtos formados durante o armazenamento do azeite ou
alteracdes ocorridas durante o processo de refino.

Tal parametro também indica o limite para os diferentes tipos de azeite ou de
oleo refinado de acordo com o Quadro 1 (BOSKOU, 1998; AGUILERA et al., 2005). Os
compostos oxidados identificados por absor¢ao na regiao ultravioleta em 232nm sédo os
hidroperoxidos conjugados, entre 262 e 274nm o0s produtos da oxidacdo secundaria
(aldeidos e cetonas), e a 270nm os dienos e trienos conjugados formados durante o
processo de refinacdo. Valores abaixo destes coeficientes de extingdo especifica
correspondem a azeite de boa qualidade (KIRITSAKIS & CHRISTIE, 2003).

4.3 Processamento do azeite de oliva virgem
O azeite de oliva virgem é um 0Oleo vegetal extraido das azeitonas que pode ser

produzido por um processo descontinuo, sistema tradicional de prensas, ou continuo,

sistema de centrifugacdo de trés ou de duas fases (MARTINS, 2016).
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A producdo de azeite de oliva virgem (Figura 2) é iniciada com a etapa de
limpeza das azeitonas, na qual a matéria-prima ao chegar ao lagar € descarregada
sobre uma peneira (grelha), onde os ramos e elementos indesejaveis sdo removidos no
peneiramento, sendo depois enviada através de uma esteira sujeita a uma corrente de
ar que elimina as folhas por diferenca de densidade e assim chegando ao lavador (DI
GIOVACCHINO, 2013).

Etapa de limpeza

Grelha de recepgéo Esteira Lavador
/\ 5 »~
5 = A = of

™\

Etapa de termobatedura (malaxagem)

Moedor e batedor

pe

Etapa de centrifugacdo de duas fases

@

Centrifuga horizontal Centrifuga vertical

=

Etapa de armazenamento

@

Tanque de armazenamento
E'/

Figura 2 - Fluxograma de processamento do azeite.
Fonte: autora

ApoOs a limpeza por corrente de ar, a lavagem dos frutos é a etapa que se segue,
sendo realizada com agua fria para eliminar terra e outras pequenas sujidades.
Posteriormente ocorre a moagem em moinhos metalicos, de forma a promover o seu
rompimento e permitir a libertacdo das gotas de azeite que se encontram na polpa do
fruto, resultando numa pasta a qual segue para o processo de termobatedura da massa
(malaxagem). Nesta etapa ocorre um batimento continuo e lento da pasta,
acompanhado por um aquecimento (em torno de 30°C) simultaneo, com o objetivo de

aumentar a quantidade de azeite disponivel, uma vez que a coalescéncia de pequenas



26

gotas de Oleo em gotas de maior dimensao € favorecida, facilitando a separacdo da
fase oleosa da aquosa (adgua presente na composicdo das azeitonas) (APARICIO &
HARWOOD, 2013; KAPELLAKIS, TSAGARAKIS & CROWTHER, 2008).

A pasta submetida ao processo de malaxagem estd pronta para sofrer a
separacdo das fases oleosa e aquosa. Os processos de extragcdo de azeite se
diferenciam a partir deste momento. O sistema utilizado atualmente no Brasil € o
sistema de duas fases que surgiu nos anos 90 do século XX. O sistema de extracao
continuo de duas fases, também designado de sistema ecoldgico, consiste em um
sistema de dupla centrifugacdo, tem substituido os processos de extracdo tradicional
de prensas e o continuo de trés fases, devido as reduzidas quantidades de &guas
residuais que produz (0,2m?* de efluente liquido por tonelada de azeitona) (MEDEIROS
et al., 2016).

No sistema de duas fases, a pasta de oliva € enviada para a centrifuga
horizontal (Figura 2), onde ocorre a centrifugacdo. A fase liquida (azeite e agua) é
entdo separada da fase solida (bagaco de oliva umido), sem que seja necessario
fornecer agua ao processo. A fracdo que é composta por azeite é sujeita a
centrifugacéo vertical para separar o restante de agua, obtendo-se assim no final do
processo o azeite virgem, e o bagaco de oliva é retirado na centrifuga horizontal
(ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO, 2006; APARICIO & HARWOOD, 2013).

O sistema de duas fases tem como principal vantagem a reduzida quantidade de
agua no azeite para a ultima centrifugacéo, tendo também beneficios como a producéo
de azeite com maior teor de antioxidantes, necessidade de pouca méo-de-obra e
grande capacidade de azeitona processada em kg/hora. Porém este sistema de duas
fases € caracterizado por apresentar residuo com um elevado teor de umidade,
resultando em um bagaco de oliva umido, trazendo problemas aos lagares de azeite
gue operam com este sistema (DI GIOVACCHINO, 2013; MEDEIROS et al., 2016).

Existem particulas pequenas suspensas no azeite virgem, mesmo apds a
centrifugacéo final, que contém agua e enzimas que podem prejudicar a qualidade do
azeite. As particulas suspensas ndo removidas podem aglomerar e flocular, formando
um depédsito no fundo dos recipientes de armazenamento. Ocorre entdo a filtracéo
deste azeite e depois a transferéncia para os tanques de armazenamento (MARQUES,
2015).

O armazenamento é fundamental para a manutencéo da qualidade do azeite de

oliva virgem. Durante esta etapa podem ser iniciados processos oxidativos,
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nomeadamente a auto-oxidacdo, causada por agentes fisicos ou quimicos, e a foto-
oxidacao, resultante da exposicdo a luz (LOLIS, BADEKA & KONTOMINAS, 2020).
ApoOs o azeite é engarrafado e acondicionado para comercializacdo. Estando dentro
dos padrbes exigidos pela legislacgdo e nao ocorrendo nenhum processo de

deterioragédo durante estas etapas, tem-se o azeite de oliva extravirgem.
4.4 Composicéao fisico-quimica do azeite de oliva

Os componentes do azeite dividem-se em duas fracdes, uma saponificavel e
outra insaponificavel. Dias et al (2017) descrevem que a fracdo saponificavel
representa em torno de 98% da sua composicéo e a fracdo insaponificavel 2%, sendo

gue cada fracao inclui diferentes compostos (Figura 3).

Hidrecarbonetos
| insaponificavel 2% Aleoois graxos
Ceras
Compostos fendlicos

Compostos volatesi
Pigmanetos
Tocoferdis

Outros

Acidos graxos
Triacilglicerois

Saponificavel 98%

Ao 5’/‘

m — — m N =

Figura 3 - Composi¢éo do azeite de oliva: fracdes saponificavel e insaponificavel.

Fonte: adaptado de Borges, 2017.

Os é&cidos graxos sao acidos carboxilicos constituidos por cadeias
hidrocarbonadas contendo entre 4 a 36 carbonos, com um grupo carboxila em uma das
extremidades. O &cido oleico (C1gH3402) ou &cido (Z)-octadec-9-endico ou 18:1 cis-9, é
o acido graxo monoinsaturado mais abundante do azeite. O niamero de carbonos na
cadeia, o tipo de ligacdo e o grau de insaturacdo conferem diferentes tipos de acidos
graxos com distintas propriedades fisicas e quimicas (ALVES, 2010; SCHIESSEL,
2011).

Acidos graxos contendo uma ou mais ligacbes duplas na cadeia s&o
denominados de acidos graxos insaturados. Quando o acido graxo contém uma dupla
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ligacdo é denominado de &cido graxo monoinsaturado e quando apresenta duas ou
mais ligacdes duplas € denominado de acido graxo polinsaturado. O maior niumero de
ligacdes duplas os torna quimicamente mais instaveis. Sao denominados acidos graxos
saturados aqueles que contém apenas ligacdes simples entre os carbonos na molécula
(SCHIESSEL, 2011; MOREIRA, CURI & MANCINI FILHO, 2002).

A fragdo saponificavel do azeite de oliva € composta maioritariamente por
triacilglicerdis, uma pequena fracdo de di e mono glicerdis, e de acidos graxos livres
(CUNHA, 2007; JORGE, 2010).

Os limites de tolerancia para acidos graxos no azeite de oliva e do Oleo de
bagaco de oliva no Brasil estdo estabelecidos na Instrugdo Normativa MAPA n° 24 de
18 de junho de 2018 (BRASIL, 2012), conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Limites de tolerancia de pardmetros de andlises complementares do azeite de oliva e do éleo

de bagaco de oliva conforme Instru¢do Normativa MAPA n° 1, de 30 de janeiro de 2012

. . Oleo de
Azeite Azeite de Oleo de Bagaco de

Grupo Azeite de Oliva Virgem . Oliva Bagaco de 9ag

de Oliva . . Oliva

refinado Oliva .
Refinado

Tipo Extravirgem Virgem Lampante Unico Unico Unico Unico

18:1t (%)" <0,05 <0,05 <0,10 0,20 <0,40 <0,40 <0,40

18:2t+ 183 (%)! <0,05 <0,05 0,10 0,30 <0,35 0,35 0,35
C14:0 (%)* <0,05 <0,05 * * * * *
C16:0 (% ! 7'50 a * * * * *

(%) 7,50 a 20,0 200
C16:1 (%)* 3,0a35 3,0a3,5 * * * * *
C17:0 (%)* <0,03 <0,03 * * * * *
Ci17:1 (%)1 50’03 50’03 * * * * *
C18:0 (%)1 0,5a5,0 0,5a5,0 * * * * *
C18:1 (% ! 5510 a * * * * *
(%) 55,0 a 83,0 83.0

C18:2 (%)’ 35a21,0 35a21,0 * * * * *
C18:3 (%)" <10 <10 * * * * *
C20:0 (%)* <0,6 <0,6 * * * * *
C20:1 (%l)1 50’4 50,4 * * * * *

C22:0 (%)’ <02 <02 * * <03 <03 <03
C24:0 (%)* <0,2 <0,2 <0,2 * * * *

(") Percentagem no total de acidos graxos. (*) Ndo se aplica. Relativamente aos 6leos de bagaco de
oliva, os limites podem néo ser simultaneamente respeitados.
Fonte: Brasil, 2012.
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Triacilgliceréis (TAGs) também conhecidos por gorduras neutras sao acidos
graxos ligados ao glicerol através de ligagbes do tipo éster. A reacdo acontece entre
uma hidroxila do glicerol e o grupo COOH (carboxila) do acido graxo. Os acidos graxos
presentes nos TAGs podem ser iguais (triacilglicerois simples) ou diferentes
(triacilglicerdis mistos), sendo que a maioria dos TAGs de ocorréncia natural s&o mistos
contendo, portanto, dois ou mais acidos graxos diferentes (LEHNINGER, NELSON &
COX, 2002; VOET, VOET & PRATT, 2000).

A fracdo insaponificavel do azeite de oliva, embora minoritaria, € constituida por
um conjunto variado de substancias consideradas de elevada importancia, que
garantem diversas fungdes, tanto do ponto de vista nutricional como da estabilidade e
qualidade sensorial do produto. Entre estas substancias estdo clorofila, carotenoides,
componentes volateis, compostos fendlicos, tocoferois, hidrocarbonetos, fitosterais,
alcoois alifaticos e ceras (ALVES, 2013; CUNHA, 2007).

As cores do azeite de oliva devem-se a presenca de pigmentos e dependem da
variedade e do estadio de maturacdo do fruto (SANCHEZ, CARRETERO &
GUTIERREZ, 2009). A cor varia do verde ao amarelo (dourado), a qual resulta da
presenca de pigmentos como a clorofila e carotenoides. A presenca de maior ou menor
guantidade desses pigmentos depende de fatores como o grau de amadurecimento do
fruto, a cultivar, o solo, e as condi¢des climaticas, bem como os procedimentos de
processamento e condi¢cdes de estocagem (SILVA, 2011).

As clorofilas a e b e os seus produtos de oxidacdo, feofitinas a e b, séo
responsaveis pela cor esverdeada. No azeite de oliva o conteudo de clorofila pode
variar entre 1 a 20ppm. Os carotenoides (luteina, [-caroteno, violaxantina e
neoxantina), quimicamente chamados de terpenos, sdo derivados do acido mevalonico
e sao responsaveis pela cor amarelada dos azeites e sua concentracdo varia entre 1 e
20mg kg™. Os principais carotenoides presentes no azeite sdo luteina e B-caroteno
(MORELLO et al, 2004; SANCHEZ, CARRETERO & GUTIERREZ, 2009).
Carotenoides e, em particular, B-caroteno sao eficientes antioxidantes devido a sua
capacidade para extinguir oxigénios radicais, e eles também podem agir evitando a
foto-oxidacdo induzida pela luz (MORELLO et al., 2004).

Os compostos volateis do azeite de oliva conferem um aroma peculiar em
comparacao a outros oleos, devido a quantidade de compostos aromaticos e volateis
presentes. Os compostos volateis e alguns compostos fendlicos como hidrocarbonetos,

alcoois, aldeidos, fendis, entre outros, sdo responsaveis pelo aroma do azeite
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(MARQUES, 2015). Sao produzidos pela acdo de enzimas como a lipoxigenase e a
alcool-desidrogenase, atuantes durante a trituragdo da azeitona e na malaxagem
(termobatedura), incorporando aldeido e &lcoois & fase oleosa (SANCHEZ,
CARRETERO & GUTIERREZ, 2009), além de compostos presentes como cetonas,
acidos carboxilicos e ésteres (KALUA et al., 2007).

Os fendis presentes no azeite determinam as caracteristicas de amargo e
picante (MELLO & PINHEIRO, 2012; SOUZA et al., 2014). Azeites com elevado teor de
compostos fenolicos sdo amargos e picantes e azeites que procedem de azeitonas
verdes proporcionam sabores mais adstringentes e amargos. As agliconas do
ligstrosideo séo responséaveis pelo sabor picante, por isso azeites com elevado teor
deste composto sdo mais pungentes (GARCIA-GONZALEZ, APARICIO-RUIZ &
APARICIO, 2008).

Os compostos fendlicos sdo elementos do metabolismo especial dos vegetais
produzidos durante o desenvolvimento normal para manutencdo da homeostase,
atracdo de polinizadores e em resposta a condicdes de estresse da planta. Por isso a
concentracdo média de compostos fendlicos nos frutos de oliveira é variavel, bem
como no azeite cujo teor pode variar, por exemplo entre 200 e 1500mg kg*
(ALLOUCHE et al., 2007) ou entre 326 e 1110mg kg* (GARCIA-GONZALEZ,
APARICIO-RUIZ & APARICIO 2008).

Os compostos fendlicos contém anel aromatico ligado com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, o que resulta em inimeras
substancias de estrutura varidvel. Alguns sdo sollveis somente em solventes
organicos, outros sao sollveis em agua e ha ainda aqueles que sdo polimeros
insoluveis (DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010; TAIZ & ZEIGER, 2006).

Pelo menos trinta e seis compostos fendlicos estruturalmente distintos foram
identificados no azeite. Na Figura 4 estdo alguns dos compostos fendlicos ja
encontrados em azeite de oliva virgem. Fendis hidrofilicos, como alcoois fendlicos,
acidos fendlicos, lignanos, flavonoides e secoiridoides, sdo importantes classes de
antioxidantes encontrados nos azeites. A concentracdo desses compostos ndo €
constante em azeites, mas varia de acordo com muitos fatores, incluindo cultivar de
azeitona, estadio de maturacdo do fruto, gerenciamento de irrigacdo, e condicOes
pedoclimaticas na area de cultivo (BAJOUB et al.,, 2015; FRANKEL et al., 2013;
DABBOU et al., 2010).
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Derivados do Acido Benzoico Derivados do Acido Cinamico
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Figura 4 - Estruturas de alguns compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva virgem: 1) Acido
galico; 2) Acido p-hidroxibenzoico; 3) Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 4) Acido vanilico; 5) Acido cinamico; 6)
Acido cafeico; 7) Acido p-cumaérico; 8) Acido ferrulico; 9) Tirosol; 10) Hidroxitirosol; 11) Luteolina; 12)
Apigenina; 13) Oleuropeina.

Fonte: Ballus, 2010.

O complexo fendlico no fruto da oliveira é formado principalmente de
oleuropeina, verbascosideo e ligstrosideo que durante a maturacdo dao origem ao
hidroxitirosol e outros fendlicos simples, como tirosol, alcool homovanilico, acido 3,4-di-
hidroxiphenilacético, acido cafeico, acido p-cumarico, acido filorético e acido vanilico
(KOUNTOURI et al., 2007).

Os processos de producéao do azeite exercem grande influéncia na composicéao
dos compostos fendlicos do azeite e do bagaco de oliva, devido a atividade de enzimas
relacionadas a biogeneracdo de fenois, como a-glicosidae e esterase e de enzimas
oxidativas, tal como polifenol oxidase, peroxidase e lipoxigenase (INAREJOS-GARCIA
& FREGAPANE, 2011). Como consequéncia, havera formacdo de secoiridoides
agliconas, sendo os mais abundantes no bagaco de oliva (LAFKA et al., 2011).

A atividade antioxidante pode variar dependendo das caracteristicas estruturais
dos compostos fenodlicos presentes no azeite. Cioffi et al. (2010) ndo encontraram
diferenca significativa na atividade entre o azeite virgem, o 6leo obtido do bagaco de

azeitona e o das folhas de oliveiras.
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A aglicona oleuropeina e seus derivados (odifenois) estdo presentes em grande
guantidade no azeite de oliva virgem e possuem uma comprovada atividade contra
radicais livres. Durante a prensagem e a malaxagem, o0s secoiridoides glicosideos
presentes no fruto da oliveira sdo hidrolisados pelas g-glicosidases enddgenas,
liberando as agliconas. Estas possuem caracteristicas ampifilicas e sofrem particdo
entre a camada oleosa e a agua do fruto. Durante a estocagem, reagfes hidroliticas
podem promover a liberacdo de hidroxitirosol e tirosol a partir dos secoiridoides mais
complexos. Através do sequestro de radicais livres, o qual resulta na interrupcao das
reacfes em cadeia da fase de propagacdo da oxidacdo, estas moléculas exibem um
importante papel no aumento da vida util do azeite de oliva (BALLUS, 2010).

Os tocoferdis sdo mais conhecidos pelo termo genérico “vitamina E” € uma
descricéo utilizada para designar oito diferentes compostos, nomeados a-, -, y- € o-
(alfa, beta, gama e delta) tocoferdis e tocotrienois. Sao vitaminas lipossollveis que
possuem alta capacidade antioxidante, especificamente contra a peroxidacdo lipidica
em membranas biolégicas (GUINAZI, 2009; FOGACA, 2005). Os tocoferois
apresentam uma cadeia lateral saturada contendo 16 atomos de carbono. A diferenca
entre estas moléculas reside na quantidade de grupos metil que substituem o anel
aromatico cromanol. Os tocotrienois se diferenciam dos tocoferéis por possuirem uma
cadeia lateral insaturada contendo 16 atomos de carbono (COIMBRA, 2010).

Os hidrocarbonetos sdo compostos que apresentam em sua estrutura apenas
carbono e hidrogénio, constituem de 32 a 50% da fracdo insaponificavel do azeite. O
principal hidrocarboneto presente no azeite de oliva é o esqualeno, formado por 30
carbonos, o qual constitui-se no produto intermediario da biossintese do colesterol,
sendo precursor dos triterpenos e dos fitosterdis (FERREIRA, 2014; SANCHEZ,
CARRETERO & GUTIERREZ, 2009; BOSKOU, 1998; BOSKOU, 1996). Exerce uma
atividade antioxidante por reagdo com os radicais de oxigénio, protegendo a pele
contra os raios UV (MARQUES, 2015). O azeite extravirgem contém 200 a 700mg de
esqualeno por 100g de 6leo, enquanto o azeite refinado contém cerca de 25% menos
(ALLOUCHE et al., 2007). Estdo presentes no azeite extravirgem outros
hidrocarbonetos uteis, como por exemplo o B - caroteno, que conferem aos alimentos
de origem vegetal cores que vdo do amarelo ao vermelho (SANCHEZ, CARRETERO &
GUTIERREZ, 2009).

Os alcoois graxos ou alcoois alifaticos sdo compostos lineares saturados com

mais de 16 atomos de carbono. Os principais alcoois presentes no azeite sédo o
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docosanol, tetracosanol, hexacosanol e o octacosanol, sendo que o conteudo destes
no azeite normalmente ndo excede 35mg 100g” de azeite (COSTA, 2012;
CARAPINHA, 2012).

Os fitosterdis sdo alcoois insaturados de caracter lipofilico. Estes compostos
representem a menor parte dos lipideos nos 6leos vegetais, a sua quantificagdo pode
ser util para entender a qualidade e autenticidade do azeite, visto que cada 6leo tem
um perfil de esterodis caracteristico. Sao importantes para a estabilidade do azeite uma
vez gque temperaturas elevadas atuam como inibidores de reacdes de polimerizacao
(MATOS et al., 2007; DIAS, 2009).

Os fitoesterdis presentes no azeite de oliva podem variar de 1800 a 2650mg kg™
do Oleo. Os principais esterois presentes sao o B-sitosterol, o A-5-avenasterol, o
campesterol e o estigmasterol. O esterol que se encontra em maior quantidade no
azeite é o B — sitosterol, representando 70 a 95% da fracdo total de esterdis (DIAS,
2009; MODOLO, 2007). Os valores de esterbis totais exibem uma tendéncia
decrescente a medida que ocorre a maturagdo das azeitonas (MATOS et al., 2007).

Os élcoois alifaticos podem ser lineares (alifatico) ou triterpénicos, sendo
constituintes importantes, pois, podem ser utilizados para distinguir diferentes tipos
6leos (SANCHEZ, CARRETERO & GUTIERREZ, 2009). Os dalcoois alifaticos sdo
precursores da formacédo de ceras, logo, alto conteido em alcoois poderia trazer, como
consequéncia, um aumento no conteido em ceras com o tempo. Os dois principais
alcoois triterpénicos identificados sao os dialcoois triterpénicos eritrodiol e uvaol. Suas
concentracdes variam de 500 a 3000mg.kg® de azeite e sua quantificacdo é
importante, pois, os teores de eritrodiol e uvaol sdo usados como parametros de
qgualidade. Um elevado teor destes dialcoois triterpénicos € um indicativo de azeites
obtidos por solventes (RAMIREZ-TORTOSA, GRANADOS & QUILES, 2006). Conforme
Instrugdo Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012), o teor de eritrodiol e uvaol para
azeite extravirgem deve ser < 4,5%.

As ceras sao ésteres de alcoois de longa cadeia alifatica com acidos graxos de
alto peso molecular, contém até 58 atomos de carbono, e por isso afetam as
propriedades fisicas do azeite, como a viscosidade, a densidade e o ponto de fuséo
superior a 70°C (DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010; COSTA, 2012). O teor
de ceras no azeite € normalmente muito baixo, tendo um limite maximo estabelecido de

350mg kg’ de azeite (DIAS, 2009). A quantidade maxima permitida em azeites
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extravirgem é de 150mg kg™ de azeite e esse valor pode chegar a 350mg kg™ em
azeites refinado e azeite (BRASIL, 2012).

4.5 Bagaco de oliva

O bagaco de oliva € um residuo semissdlido, moderadamente acido, formado
por caroco, polpa da azeitona, e agua de vegetacdo (NIAOUNAKIS & HALVADAKIS,
2006; ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO, 2006, 2006). Em média, 100 kg de
azeitona correspondem a cerca de 40 kg de bagaco e 1 kg de bagaco é composto por
400 g de polpa e 600 g de caroco (FREITAS, 2007). Galanakis, Tomberg & Gekas
(2010) afirmam que o residuo (bagaco) obtido do beneficiamento do azeite, oriundo de
extracdo de duas fases, € uma mistura composta de 83-94 g de agua, 4-16 g de
compostos organicos e 0,4-2,5 g de compostos inorganicos por 100 g de matéria
fresca.

Dadas as suas caracteristicas quimicas, o descarte do bagaco de oliva pode ter
efeitos nocivos ao meio ambiente. Nos paises europeus, onde se concentra 95% da
producdo mundial de azeite (INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2019), os residuos
inerentes a producdo sado considerados um problema ambiental. Tal fato esta
relacionado principalmente ao seu elevado teor de matéria organica e sua toxicidade
decorrente da alta concentracdo de compostos fendlicos, que séo caracterizados pela
dificuldade de degradacédo biolégica, e pelo efeito antimicrobiano, afetando os
processos de digestdo anaerobica (BHATNAGAR et al., 2014). O bagaco de oliva
produzido no sistema de duas fases é considerando um poluente relevante devido a
presenca de uma grande quantidade de substancias organicas, 6leo, compostos
fendlicos, proteinas e polissacarideos (ALUDATT et al., 2010).

A composi¢ao quimica do bagaco varia de acordo com a cultivar de azeitonas,
estadio de maturacéo dos frutos, condi¢des climaticas e praticas de cultivo. Em geral é
constituido por elevadas quantidades de agua (60-70%), azeite residual retido na polpa
(2,5 a 3%), compostos inorganicos e quantidades apreciaveis de lignina, celulose e
hemicelulose, bem como proteinas, polialcoois, acidos graxos, acidos volateis,
pectinas, aclcares, polifendis e pigmentos (HERNANDEZA et al., 2014; LAFKA et al.,
2011; CABRERA et al., 2010; 2008; ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO,
2006).
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Roig, Cayuela & Sanchez-Monedero (2006) compilaram da literatura as

principais caracteristicas quimicas (valores minimos e maximos) do bagaco de oliva

proveniente de centrifugacdo de duas fases (Quadro 3).

Quadro 3 - Composicao quimica do bagaco de oliva proveniente de centrifugacéo de duas fases

Valor encontrado

Parametro
Minimo Maximo

Umidade 49,6 71,4

pH 4,9 6,8
Condutividade (dS m™) 1,2 5,24
Matéria Organica (%) 60,3 98,5
Co/N; 29,3 59,7

N: (g/kg) 9,7 18,5

P (g/kg) 0,3 15

K (g/kg) 6,3 29,0

Ca (g/kg) 2,3 12,0

Mg (g/kg) 0,5 1,7

Na (g/kg) 0,2 1,0
Fe (mg/kg) 526 2600

Cu (mg/kg) 13 138

Mn (mg/kg) 13 67

Zn (mg/kg) 10 27
Lignina (%) 19,8 47,5
Hemicelulose (%) 15,3 38,7
Celulose (%) 17,3 33,7
Lipidios (%) 3,76 18,0
Proteinas (%) 6,7 7,2
Carboidratos (%) 9,6 19,3
Compostos fendlicos (%) 0,5 2,4
Pb, Cd, Cr, Hg (mg/kg) <1 <5

Fonte: Roig, Cayuela & Sanchez-Monedero (2006).

A partir do bagaco de oliva é possivel obter o 6leo de bagaco, por extracdo com

solventes organicos. Méndes, Moral e Méndes (2006) relatam que o 6leo de bagaco é

o principal subproduto do processamento de azeite, contribuindo com o problema

ambiental gerado pelo residuo e desempenhando papel importante na atividade
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econdmica do setor da extracao, refino e engarrafamento do 6leo de bagaco. Contudo,
implica em alto gasto energético na secagem, e, além disso, estudos indicam que como
consequéncia das elevadas temperaturas aplicadas formam-se hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos no 6leo obtido deste bagaco (ERGONUL & SANCHEZ., 2013).

Nunes et al. (2018) apontam o bagaco de oliva como boa fonte de compostos
quimicos lipidicos. Em geral a fracdo lipidica do bagaco de oliva apresenta
antioxidantes como a vitamina E na sua forma ativa que € o a-tocoferol; além do alto
teor de acidos graxos monoinsaturados, favoravel a aplicacbes em formulacdes de
alimentos e cosméticos, devido a sua maior estabilidade oxidativa quando comparado a
outros 6leos ricos em &cidos poli-insaturados.

Nunes et al. (2018) usaram a liofilizagdo para preservar amostras de bagaco de
oliva e assim estudar seus componentes lipossollUveis e hidrossollveis. Dias et al.
(2017) usou a liofilizagdo como processo de secagem do bagaco de oliva e avaliou o
tempo e a quantidade de solvente para extracao do 6leo do bagaco.

A liofilizac&o, ou secagem pelo emprego do frio e vacuo, foi usada pela primeira
vez em escala industrial na década de 1940, representando um método de remocao de
dgua que nao expbe o produto a altas temperaturas, preservando assim alguns
aspectos relevantes de sua qualidade. O processo de liofilizacdo consiste
essencialmente em duas etapas, primeiramente ha o congelamento da agua contida na
estrutura biologica de interesse, logo apds, o produto é seco por sublimacéo direta do
gelo sob uma pressdo reduzida (TELIS & MAURO, 2016). Na Figura 5 estd um

esquema basico do funcionamento de um liofilizador.
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Figura 5 - Esquema basico do funcionamento de um liofilizador.
Fonte: Telis & Mauro, 2016.

O crescente interesse no extrato lipidico de bagaco de oliva € devido aos seus
constituintes menores com potencial bioativo, geralmente incluidos na matéria
insaponificavel como esterdis, alcoois graxos, tocoferéis, alcoois triterpenos e
esqualeno (CHANIOTI & TZIA, 2017). Este extrato lipidico pode ter aplicacbes em
industrias de alimentos ou cosméticos. Neste Ultimo, na fabricacdo de sabé&o,
excipiente em formulacdes cosméticas ou como ingrediente ativo (RODRIGUES, 2017;
RODRIGUEZ et al., 2008; ROSELLO-SOTO et al., 2015).

A producéo de 6leo de bagaco de oliva é realizada por extracdo com solvente
usando hexano (CHANIOTI & TZIA, 2017). O hexano tem sido selecionado como um
excelente solvente de extracdo por muitos anos devido as suas propriedades apolares,
recuperagdo e reutilizagdo eficientes, alta seletividade a o6leos, extragdo eficiente e
baixo custo energético (LI, PORDESIMO & WEIS, 2004). Uma alternativa tecnol6gica
que visa melhorar a extragcdo de compostos lipofilicos de fontes vegetais é o ultrassom
(CHANIOTI & TZIA, 2017).

O oleo de bagaco de oliva apresenta muitas semelhancas com o azeite; ambos
os O6leos sdo derivados de azeitonas; o azeite obtido por processo mecanico
(centrifugacédo, sem uso de solvente) e o 6leo de bagaco por extragdo por solvente.
Embora esses Oleos nao se diferenciem expressivamente no perfil de acidos graxos, o

Oleo de bagaco de oliva tem maior teor de matéria insaponificavel do que o azeite. O
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6leo bruto do bagaco de oliva e 0 azeite extravirgem apresentam perfil semelhante de
compostos fendlicos (MORAL & MENDEZ, 2006). Deste modo, a recuperacio
sustentavel da fracdo insaponificavel € considerada importante para aplicacfes
industriais (MOGHADDAM et al., 2012).

A recuperacdo de esterbis e esqualenos, bem como sua adicdo para
enriquecimento de produtos destinados aos setores industriais de alimentos e
farmacéuticos sado importantes como fontes naturais, valorizando o bagaco de oliva
(CHANIOTI & TZIA, 2017).

Martins (2016) relata que tem sido estudada a recuperacdo dos compostos
fendlicos da fracdo sélida do bagaco de azeitona ap0s a retirada da fracao lipidica e o
n-hexano ou o éter de petréleo sdo os solventes mais usados para extrair os lipidios
presentes nestes residuos da extracao de azeite.

Brenes et al. (2004) verificaram que o Oleo do bagaco de oliva extraido com
solvente tradicional (hexano) apresentou baixa concentragdo de compostos fendlicos.

Lafka et al. (2011) verificaram que o etanol se revela um melhor solvente para a
recuperacdo de compostos fendlicos que o acetato de etila em processos de extracao
solido-liquido realizados no bagacgo de oliva.

Tais estudos indicam que devem ser modificados os métodos tradicionais de
refino para obter um 6leo de bagaco com qualidade semelhante ao azeite extravirgem.

Os extratos obtidos por estes processos sao normalmente avaliados pelo seu
conteudo fendlico pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. A identificacdo e
a quantificacdo de compostos antioxidantes presentes tém sido realizada por técnicas
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC-DAD), fazendo uso de padrbes
gue permitem a identificacdo destes compostos. Zbakh, El-Abbassi (2012), Kalogerakis
et al. (2013) e Lafka et al. (2011) verificaram por HPLC que o hidroxitirosol € o

composto que se encontrava em maior quantidade nestes extratos.

4.6 Extracdo solido-liquido assistida por ultrassom

O ultrassom € um processo que utiliza a energia de ondas sonoras que geram
uma unica vibracdo as quais causam a cavitacdo em frequéncia superior a capacidade
auditiva do ouvido humano. A Figura 6 ilustra um esquema do fendmeno de cavitacéo.
O termo cavitacdo € utilizado para descrever a formacdo de bolhas ou cavidades no

meio liquido, contendo quantidades variaveis de gas ou vapor. Quando a cavitacéo
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ocorre nas células e macromoléculas em suspensdo aquosa, sua estrutura e
funcionalidade podem ser alteradas (OKUNO, CHOW & CALDAS, 1986). Sob o
tratamento de ultrassom, as bolhas sdo geradas durante o periodo de pressao negativa
e comprimidas, causando o aumento da pressao e temperatura que leva ao colapso
das bolhas. O fendbmeno de cavitacdo é dividido em trés estagios, sendo eles:
nucleagéo (formacgao de bolhas de ar), desenvolvimento das bolhas e violenta implos&o
(LUZ, 1998).

Equilibrio Acustico

Diregao de propagagao mecanica
da onda de Ultrassom

Rarefacao

Aciistico 5, W 2
Compressao 1 ciclo
Pressao/nilma /\
Tempo
Pressao
minima »
.

Mudanga no tamanho . v

das bolhas durante ® Q O O O
»

varios ciclos da onda

Figura 6 — llustracé@o do processo de cavitacio
Fonte: Adaptado de Soria & Villamiel, 2010.

A extracdo solido-liquido assistida por ultrassom, cuja denominacdo ¢é
Ultrasound Assisted Extracton (UAE), foi reconhecida como uma abordagem que
engloba energia acustica e solventes para extrair compostos alvo de varios materiais
vegetais (CHANIOTI & TZIA, 2017). Quando o colapso ocorre perto da superficie
sélida, uma "onda de choque" resultante rompe as paredes celulares facilitando a
penetracdo do solvente no material, permitindo a liberagdo de compostos bioativos
(CHANIOTI & TZIA, 2017). O aumento da penetracdo do solvente nas células leva a
um aumento da transferéncia de massa (HEMWIMOL, PAVASANT & SHOTIPRUK,
2006; WEI et al., 2008). Outro efeito do ultrassom sobre a matriz € o inchamento e a
hidratagdo causados pelo alargamento dos poros das paredes celulares. Esse efeito
melhora o processo de difusdo e aumenta também a transferéncia de massa
(VINATORU, 2001).
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O ultrassom rompe as paredes das células vegetais, facilita a liberacdo de
compostos extraiveis e aumenta o transporte de massa de solvente da fase continua
para as ceélulas vegetais (LI, PORDESIMO & WEIS, 2004). O método oferece muitas
vantagens, como maior eficiéncia, tempo de extracdo reduzido, baixo consumo de
solvente e alto nivel de automacdo em relacdo ao método de extragdo convencional
(CHANIOTI & TZIA, 2017; JERMAN, TREBEB & MOZETIZ-VODOPIVEC, 2010). As
principais vantagens da técnica de ultrassom sao: alta reprodutibilidade da técnica,
baixo custo e rapidez (LUZ, 1998).

O método de extracdo assistida por ultrassom é proposto entre 0S outros
métodos de extracdo alternativos devido a vérias vantagens. Oferece rendimentos
melhorados, ao mesmo tempo que diminui 0 tempo e a temperatura de extracao,
evitando a deterioracdo térmica dos extratos e preservando as propriedades estruturais
e moleculares dos compostos bioativos (TIAN et al., 2013).

Relatos sobre UAE de oleaginosas sédo apenas focados na recuperacdo de 6leo
e ndo na recuperacdo dos componentes quimicos da fracdo insaponificavel (CHANIOTI
& TZIA, 2017). O ultrassom também tem sido utilizado na extracdo e determinacdo de
compostos fendlicos em morangos e extracéo de Oleo de soja (NASCIMENTO, 2015).

Considerando que parte dos compostos fendlicos do fruto da oliveira ndo é
incorporado no azeite, permanecendo no bagaco de azeitona, o ultrassom pode ser
utilizado na recuperacao de extrato lipidico e dos compostos fenélicos presentes nesse

residuo.


https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818308004?via%3Dihub#bib21
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818308004?via%3Dihub#bib11
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818308004?via%3Dihub#bib19
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818308004?via%3Dihub#bib11
https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818308004?via%3Dihub#bib11

5 Material e métodos

5.1 Material

Neste estudo foram utilizados azeite de oliva comercial e bagaco liofilizado a
partir do bagaco de oliva, ambos provenientes de uma propriedade produtora de azeite
de oliva localizada na Estrada da Guarda Velha, n° 20 com latitude -31,49998 e
longitude -53,50806 no municipio de Pinheiro Machado, Rio Grande do Sul.

O azeite de oliva comercial do tipo extravirgem, resultante de um blend de
variedades, foi adquirido em maio de 2017, logo apds processo de extracdo utilizando
sistema de duas fases, e envase. Os 18 frascos de vidro de cor verde com capacidade
de 250mL cada, contendo o azeite do tipo extravirgem, foram identificados por nimeros
sequenciais de 1 a 18 (correspondente ao numero de meses de armazenamento) e
mantidos no Laboratério dos Olivais do Pampa (LOPA) na Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA) em prateleiras com incidéncia de luz natural e artificial do
laboratério durante o dia e no escuro a noite, sob temperatura ambiente. Durante os 18
meses de armazenamento, a temperatura ambiente média no outono e inverno ficou
entre 18,8°C e 16,1°C (com amplitude de -1°C e 33°C), e na primavera e verao entre
22°C e 26,5°C (com amplitude de 8°C a 37°C), segundo dados colhidos no periodo
pelas estacdes meteorolégicas do aeroporto Comandante Gustavo Kraemer
(BGX/SBBG), localizado no municipio de Bagé.

O bagaco de oliva da variedade arbequina foi coletado em uma caixa térmica de
18 litros logo apos o processo de extracdo do azeite de oliva obtido pelo processo de
duas fases, em marco de 2019 (Figura 7), e encaminhado para o LOPA, onde foi
fracionado em por¢des de aproximadamente 150g acondicionadas em caixas plasticas
de poliestireno cristal transparente com tampa (tipo Gerbox), e congeladas em ultra
freezer (INDREL SCIENTIFIC — modelo IULT) a -75°C + 0,5 para posterior liofilizagéo.
Uma fracdo de 150g do bagaco foi mantida descongelada para imediata caracterizacéo

fisico-quimica.
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Figura 7 - Coleta do bagaco de oliva ap6s a centrifugacdo para separacdo azeite/bagaco.

Fonte: autora

5.2 Metodologia
O estudo resultou em dois experimentos. O primeiro com o objetivo de avaliar a
vida util do azeite de oliva comercial do tipo extravirgem, e o segundo para analisar o

processo de extracao do extrato lipidico de bagaco liofilizado por ultrassom.

Experimento 1: Vida util do azeite de oliva comercial do tipo extravirgem

O azeite de oliva comercial foi avaliado no inicio do armazenamento e ao longo
de 18 meses, sendo todas as analises realizadas em triplicata.

O frasco de azeite de oliva identificado com o nimero um (1), correspondente ao
inicio do experimento e ao primeiro més de armazenamento foi caracterizado quanto
aos parametros de qualidade estabelecidos pela legislacdo brasileira, descritos na
Instrugcdo Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012): indice de peroxido expresso em
miliequivalentes de oxigénio reativo por quilograma de amostra (meq O, kg™?), acidez
livre expresso em gramas de acido oleico por 100g de amostra (% ac. oleico),
coeficiente de extincdo especifica por absorcdo na regido do ultravioleta nos
comprimentos de onda de 270 e 232nm. Também foi caracterizado quanto ao indice de
refracdo (Raia D a 20°C) e indice de iodo (Wijs) determinados de acordo com as
metodologias descritas nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008) e a umidade pelo método de titulacdo Karl Fischer, realizado em
titulador automéatico Modelo KF- 1000, expressa em percentagem (%). Além destes

parametros legais, determinou-se a viscosidade cinematica (v,) em viscosimetro tipo
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Copo Ford, onde foi medido o tempo de escoamento da amostra através do orificio
medindo 3,0mm, e densidade pelo ensaio de picnometria, conforme metodologias de
Cremasco (2012). A cor foi mensurada através do colorimetro LOVIBOND®, PFR-i
Series (LOVIBOND, 2022), através da leitura direta do azeite em cubeta de vidro de
5% "de caminho 6tico (AOAC, 2005). A medida das cores foi feita por meio de
comparacdes entre a cor da amostra analisada e a escala de cores Lovibond, que
contempla medidas de cor para vermelho (0,1-70,0), amarelo (0,1 — 70,0), azul (0,1-
9,0) e neutro (0,1-3,0) (FRANCA, SANTOS & LIMA, 2007).

Ao longo do periodo de 18 meses foi realizada mensalmente a abertura de um
frasco do azeite de oliva comercial, conforme ordem numerada sequencial de 2 a 18, e
avaliados em triplicata o indice de peroxido, a acidez livre e o coeficiente de extincao
conforme metodologias citadas.

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método de Folin-
Ciocalteu, conforme metodologia de Singleton & Rossi (1965), com adaptagbes. O
extrato foi obtido a partir de 1 g do azeite de oliva comercial em 10mL de metanol,
agitado em vértex por 1 min e colocado em banho-maria a 25°C por 3 horas. Apés o
tempo de extragdo dos compostos, a solucao foi filtrada em algodéo e transferida para
um baldo volumétrico de 10mL, e o volume completado com metanol. Aliquota de 1 mL
do extrato foi diluida em 10mL de &gua destilada e 0,5mL do reagente Folin-Ciocalteau.

Passados 3 minutos adicionou-se 1,5mL de carbonato de sédio 20% e a mistura
foi mantida em ambiente escuro por 2 horas. O meio reacional foi transferido para
cubeta de quartzo de 10mm e seguiu-se a leitura direta da absorbancia no
comprimento de onda de 765nm em espectrofotdmetro Biospectro®/SP-220,
previamente zerado com metanol. O teor de fendis totais foi determinado empregando-
se a equacao da reta obtida pela curva de calibracdo construida com padrdes de acido
galico (Equacéo 1) e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por
100g de dleo.

y =0,009x + 0,0202  (R* =0,9991) (Eq. 1)

Experimento 2: Obtencdo de extrato lipidico de bagaco de azeitona por

ultrassom

Caracterizacdo do bagaco de oliva in natura e liofilizado
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A composicao centesimal do bagaco de oliva in natura foi determinada logo apos
a chegada do material ao LOPA, e o bagaco liofilizado (BL) apés realizado todo o
processo de liofilizacdo do material congelado. As andlises de umidade, cinzas,
proteina, lipidio e fibra bruta foram realizadas, em triplicata, conforme metodologias
descritas pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008). A determinacdo do conteudo provavel de outros carboidratos foi obtida pela
diferenca entre 100 (percentual total) e o somatdrio dos percentuais encontrados para
umidade, cinzas, proteina, lipidio e fibra bruta.

No bagaco de oliva in natura e no bagaco liofilizado (BL) também foi avaliada,
em triplicata, a atividade antioxidante e o contetdo total de compostos fendlicos.

A atividade antioxidante foi determinada através do método de reducdo do
radical DPPH® (1,1 — difenil — 2 — picrilhidrazil) proposta por Brand-Williams, Cuvelier &
Berset (1995), com adaptacdes. Foi preparada uma solugcdo de 100mL e metanol
contendo 24mg do radical DPPH® e armazenada sobre refrigeracédo. Para a reagao foi
preparada uma diluicdo da solucdo do radical DPPH onde utilizou-se uma aliquota de
10mL da solucdo armazenada e 45mL de metanol, esta solucédo foi ajustada para
permanecer na faixa de 1,1 + 0,02 de absorbancia a 517nm. As amostras de bagaco in
natura e de bagaco liofilizado foram pesadas (2,5g) em tubos Falcon de 50mL e
homogeneizadas por 1 min em 10mL de metanol usando vOrtex e armazenadas em
baixa temperatura (2 — 4°C) por 24 horas. ApGs este periodo cada amostra foi
centrifugada por 15 min, 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante (100 pL) foi colocado em
tubo de ensaio e adicionado de 3,9mL da solucao diluida de DPPH com absorbéancia
ajustada. Para obter o fator de correcdo foi preparado o branco da mesma forma
utiizando somente metanol. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
(Biospectro®/SP — 220) calibrado com metanol, no comprimento de onda de 517nm, e a
leitura realizada em cubeta de quartzo de 10mm de caminho 6ético. a. A atividade de
captura do radical DPPH® foi expressa em porcentagem de inibicdo de acordo com a

Equacéo 2.

%Iz(Abranco— Aamostm) +100 (2)

Abranco

Sendo: %l inibicdo do radical livre DPPH® pela amostra, A, absorbancia no

respectivo comprimento de onda.
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Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu, conforme metodologia de Singleton & Rossi (1965) descrita na avaliagdo da

vida util do azeite comercial.

Reducdo da umidade do bagaco de oliva

O bagaco de oliva in natura congelado a -75°C = 0,5 foi liofilizado em
equipamento Liofilizador de bancada (LIOTOP — Modelo L101) (Figura 8), por 30 horas

a temperatura de -55°C + 0,1.

Figura 8 - Liofilizador utilizado na reducéo do teor de umidade do bagaco de oliva. (A) Bomba de véacuo,
utilizada para reducdo da pressédo (até ponto de sublimacdo da &gua); (B) Camara (campanula/
plataforma) em acrilico; (C) Tampa superior em aco inox acoplado de valvulas para controle do vacuo;
(D) Estante e bandejas do liofilizador, local na qual as amostras foram posicionadas para serem
liofilizadas; (E) Painel eletrénico do equipamento.

Fonte: Pereira, 2019.

O bagaco liofilizado (BL) foi triturado em moinho analitico de facas (Modelo IKA
All Basic Mill). Utilizando peneira para analise granulométrica com malha 20
Mesh/Tylre com abertura de 850 mm/um, foi feita a peneiracdo para remocdo de
particulas maiores de 850 mm/um como partes de sementes e tegumentos que nao
foram triturados. Apés o peneiramento as amostras de BL foram submetidas a extracédo

do extrato lipidico por ultrassom conforme descrito a seguir.
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Extracdo por ultrassom do extrato lipidico do bagaco liofilizado

As extracOes do extrato lipidico do BL por Ultrasound Assisted Extracton (UAE)
foi realizada em banho ultrassénico Unique (Modelo USC2800A) na frequéncia 40kHz e
poténcia US: 154w (Figura 9).

Figura 9 — Banho ultrassdnico empregado nas extracfes do extrato lipidico de bagaco de oliva,
liofilizado.
Fonte: autora

Para extracdo, o bagaco liofilizado e peneirado foi colocado em frascos com
tampa de rosca na quantidade de 30 g, acrescido do solvente e submetido a sonicacéo.

Para avaliar os efeitos das condi¢cdes de operacdo de extracdo por UAE do
extrato lipidico do bagaco liofilizado no rendimento de extracéo, nos fendis totais e na
atividade antioxidante, os experimentos foram realizados com base em um
planejamento experimental do tipo fatorial completo (RODRIGUES & IEMMA, 2005)
com trés variaveis independentes (2°) e trés repeticées no ponto central, totalizando 11
tratamentos (Tabela 1).

Os fatores estudados no planejamento experimental foram a proporcdo de
bagaco liofilizado (BL) em relagdo ao solvente (etanol), o tempo de contato entre eles,
e a temperatura de extracdo, cujos niveis foram determinados por meio de testes
preliminares, sendo que para a variavel proporcdo de BL:etanol usou-se para a menor

proporcdo 1:2 (nivel -1) e a maior proporgéo 1:18 (nivel +1), para a variavel tempo o
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menor valor 30 minutos (nivel -1) e o maior valor 60 minutos (nivel +1) e para a variavel
temperatura o menor valor 30°C (nivel -1) e o maior 60°C (nivel +1).

As variaveis resposta (dependentes) foram atividade antioxidante (DPPH)
expressa em (%), teor total de fenol (mg EAG 100g™ de 6leo) e rendimento da UAE

expressa em (%).

Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental fatorial completo (2°), com as variaveis reais e
codificadas, para extracéo por ultrassom do extrato lipidico do bagaco liofilizado (BL)

Variaveis independentes

Tratamentos Proporcao solvente Tempo Temperatura
(BL:etanol) (min) (°C)
T1 1:2 (-1) 30 (-1) 30 (-1)
T2 1:2 (-1) 60 (+1) 30 (-1)
T3 1:2 (-1) 30 (-1) 60 (+1)
T4 1:2 (-1) 60 (+1) 60 (+1)
T5 1:18 (+1) 30 (-1) 30 (-1)
T6 1:18 (+1) 60 (+1) 30 (-1)
T7 1:18 (+1) 30 (-1) 60 (+1)
T8 1:18 (+1) 60 (+1) 60 (+1)
T9 1:10 (0) 45 (0) 45 (0)
T10 1:10 (0) 45 (0) 45 (0)
T11 1:10 (0) 45 (0) 45 (0)

ApoOs a extracdo por UAE, foi realizada a filtracdo em funil de Blchner sob vacuo
para a retirada da parte sélida do bagaco. A parte liquida foi rotaevaporada a 40°C, sob
vacuo, separando-se o extrato lipidico do solvente. Tracos do solvente remanescentes
no extrato lipidico foram removidos em estufa a vacuo a 40°C, por 18 horas.

Apés a obtencdo do extrato lipidico do bagacgo de liofilizado foram realizadas
imediatamente as determinacfes de atividade antioxidante e de fendis totais.

O rendimento (R) do extrato lipidico do bagaco liofilizado foi calculado pelo
guociente entre a quantidade em gramas do extrato lipidico obtido e a quantidade em

gramas do bagaco liofilizado (30 g), conforme Equacéo 3.

g de extrato lipidico do bagaco liofilizado

Rendimento = T0g * 100 (Eq.3)




48

Metodologia estatistica

Os dados sobre a vida util do azeite de oliva comercial foram submetidos a
analise de regressao.

Os dados resultantes da caracterizagcédo do bagaco de oliva in natura e liofilizado
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste F e, no caso de diferenca
significativa, submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey. Diferencas
entre as médias foram consideradas estatisticamente significantes, no nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05). Os resultados foram expressos como média * desvio padrao.

Os dados resultantes do planejamento fatorial completo foram submetidos a
teste para normalidade e homocedasticidade. Os dados do planejamento experimental
foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) e a determinacdo das variaveis
com efeito significativo foi feita considerando um intervalo de confianca de 90%
(p=<0,10), usando erro puro para uma estimativa de repetibilidade mais significativa.
Com a finalidade de visualizar quais fatores de extracdo por UAE do extrato lipidico de
bagaco de oliva liofilizado tem efeito sobre as respostas, foi utilizado Diagrama de
Pareto para visualizacdo dos efeitos.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o programa Statistica®

para Windows vers&o 7.0 produzido pela Statsoft®.



6 Resultados e discussao

6.1 Vida util do azeite de oliva comercial

Os resultados determinados no frasco zero para os padrdes de identidade
preconizados pela legislacéo brasileira e pelo Codex Alimentarius para azeite de oliva

estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo do azeite de oliva comercial tipo extravirgem, produzido na Regido da
Campanha, RS, em 2017, e pardmetros de identidade e qualidade segundo a legislacédo

Determinagfes* Azeite de oliva comercial Legislagéo
Densidade relativa (g/m®) 0,893 £0,01 0,910 — 0,916**
indice de iodo (gl,/100g) 93+0,51 75 — 94** xx*
indice de refracéo (np?°) 1,4682 + 0,0354 1,4677 — 1,4705% *x*
Viscosidade cinematica
(mmem) 83,66 +1,05 -

Umidade (%) 0,1+0,01 < 0,2%**
Cor Lovibond® 2,0V 70A -

* média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao.
** valores limites para azeite de oliva segundo Codex Alimentarius (CODEX 2017).
*** yalores limites para azeite de oliva segundo Instru¢do Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012).

A densidade relativa esta relacionada com as caracteristicas especificas de cada

Oleo vegetal e indica o peso molecular médio da gordura (MORETTO & FETT, 1998). O
azeite analisado apresentou (Tabela 2) um valor de densidade relativa menor que o
estabelecido pela norma Codex Alimentarius (CODEX, 2017), este parametro ndo é
estabelecido pela Instrugdo Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012).

A densidade de um triacilglicerol esta relacionada com a eficiéncia do
empacotamento de suas moléculas: quanto mais eficiente 0 empacotamento, maior a
densidade. Assim, acidos graxos insaturados sao capazes de empacotar com menor
eficiéncia, em comparacdo aos que contém acidos graxos saturados lineares e,

portanto, tendem a apresentar densidades inferiores (ANDRADE et al.,, 2017).
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O indice de iodo indica o grau de insaturacdo dos acidos graxos presentes no
azeite. O indice de iodo assim como o indice de refracdo possibilita também a
identificacdo de adulteracGes pela mistura com 6leos vegetais diferentes. O indice de
iodo determinado para o azeite comercial neste estudo (Tabela 2) ficou acima do citado
por Mello & Pinheiro (2012), de 88gl, 100g™, e dentro do que determina o Codex
Alimentarius (CODEX, 2017) e a Instru¢cdo Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012)
de 75-94gl, 100g™.

A determinacdo do indice de refracdo é caracteristica para cada tipo de 6leo e
esta relacionado com o grau de saturacdo das ligacbes, compostos de oxidacdo e
tratamento térmico (ZENEBON et. al., 2008). O indice de refracdo do azeite analisado
atendeu a faixa especifica pelo Codex Alimentarius (CODEX, 2017) e a Instrucao
Normativa MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012) que é de 1,4677 — 1,4705n4*°. O mesmo
foi encontrado por Paz et al. (2020) para azeites extravirgem de diferentes cultivares
produzidos também na regido da Campanha, no Rio Grande do Sul.

A viscosidade cinematica relaciona a acao de forcas viscosas que se opdem ao
escoamento com a acao de forcas inerciais que favorecem o escoamento de um fluido
(ANDRADE et al., 2017). Verificou-se (Tabela 2) que a viscosidade do azeite comercial
ficou abaixo do valor da maioria dos 6leos vegetais refinados 0,91 a 0,92mm?cm
(BRASIL, 2006), indicando que o azeite de oliva € mais insaturado, visto que
triacilglicer6is com maior grau de instauracdo tendem a ser mMenos ViSCOSOS
(ANDRADE et al., 2017).

O parametro umidade apresentou-se dentro do estabelecido como limite pela
legislacdo para azeite do tipo extravirgem (BRASIL, 2012). A agua, embora imiscivel
com o azeite, pode existir na forma de uma emulsdo estabilizada por certos
constituintes hidrofilicos. A umidade favorece a hidrélise do azeite, especialmente em
azeites cuja acidez inicial é elevada (PAZ et al., 2020).

De acordo com o Codex Alimentarius (CODEX, 2017) o azeite de oliva
extravirgem deve ser claro, de cor amarela a verde, com odor e sabor especificos. No
azeite deste estudo (Tabela 2) verificou-se predominéancia da cor amarela (70A 2,0V),
aspecto importante a ser considerado do ponto de vista sensorial.

O azeite de oliva extravirgem € um produto altamente suscetivel a oxidacéo
lipidica e tem sua vida util fortemente influenciada pelas condicbes em que é

armazenado. Morales & Przybylski (2013) afirmam que a deterioracdo das
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propriedades funcionais ou de qualidade do azeite de oliva durante o envelhecimento
esta relacionada aos processos oxidativos. Os indicadores da vida util utilizados neste
estudo para azeite comercial foram fendis totais, indice de peréxido, indice de acidez

livre e coeficiente de extingcéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - AvaliagGes quimicas do azeite de oliva comercial tipo extravirgem, produzido na Regido da
Campanha, RS, em 2017, armazenado durante 18 meses em temperatura ambiente (16,1 a 26,5°C)

Determinacdes

indice de indice de acidez Coeficiente de Fendi -
Més peroxido* livre* extincao * enois totais
(MEqO,kg™) (% 4c. oleico)  (270nm)  (232nm) mglgggEéG
1 ausente 0,22 +0,01 0,13+x0,02 1,52+0,02 35,41 +6,72
2 7,46 £ 0,20 0,23+0,01 0,18+£0,00 2,20+0,01 31,98+ 0,91
3 7,33 £ 0,50 0,22 £ 0,03 0,15+0,00 2,09+0,01 34,50 + 5,33
4 7,88 £ 0,19 0,29+0,01 0,180,010 2,12+0,02 30,13+ 0,39
5 7,82 £0,50 0,30 £ 0,02 0,15+0,00 2,28+0,01 39,03+ 0,75
6 7,89 £ 0,02 0,28 +0,01 0,22+0,00 2,05+0,04 19,31 £ 4,17
7 7,05+0,18 0,34 £0,01 0,22+0,01 2,07 +£0,02 11,77 £ 0,63
8 8,09+£0,18 0,35+0,01 0,23+£0,01 2,19+0,01 11,77 £ 0,63
9 8,91+0,12 0,34 + 0,02 0,22+0,00 2,13+0,02 9,83+1,98
10 8,09+0,11 0,38 £ 0,02 0,22+0,02 2,04+0,01 6,04 £ 0,61
11 8,39+0,31 0,55+ 0,03 0,21+0,00 2,23+0,01 6,45 £ 1,50
12 8,18 + 0,09 0,38+ 0,11 0,22+0,00 2,19+0,01 6,81+ 0,64
13 8,46 £ 0,44 0,57 £ 0,02 0,22+0,00 2,44 +0,02 7,78 £1,22
14 8,41 £ 0,62 0,76 £ 0,02 0,25 = 0,02 2,51+0,0 4,58 +1,46
15 8,16 £ 0,10 0,71 0,02 0,25+0,00 2,58+0,01 6,96 £1,08
16 8,21 +£0,24 0,70 £ 0,02 0,26 £0,00 2,73+0,04 3,75+0,99
17 8,04 £0,71 0,90 = 0,02 0,27+£0,01 2,41+0,02 573x0,23
18 8,97 £ 0,53 0,99 £ 0,01 0,26 £0,01 2,58+0,00 3,27x1,76

* Média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao.

** EAG equivalente de &cido galico.
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No azeite comercial avaliado neste estudo (Tabela 3) ndo foi detectada a
presenca de peroxidos no inicio do armazenamento (més 1), pois o azeite foi envasado
e trazido para o laboratorio onde comecaram as analises, ndo tendo tempo para que
ocorresse alguma oxidacao.

A partir do segundo més e ao longo dos dezoito meses de armazenamento foi
verificada (Figura 10) a presenca de peréxidos, mas dentro do limite estabelecido pela
legislacdo para o indice de peréxido no azeite de oliva que é de 20 mEq O, kg™ azeite
(BRASIL, 2012). Durante o periodo analisado verificou-se que do segundo més até o
nono més houve um crescimento de 20% no indice de peréxido do azeite comercial,
apos os valores se mantiveram proximos. Os recipientes ndo foram manuseados até a
data de serem avaliados, portanto ndo houve exposicdo do azeite ao oxigénio durante
o periodo, apenas o que permaneceu dentro do frasco apds o envase. Sanmartin
(2018) afirma que o armazenamento de azeites extravirgens sem contato com o
oxigénio pode preservar 0S aspectos composicionais, nutricionais e a qualidade

sensorial do azeite.
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Figura 10 — Variacdo do indice de peréxido em azeite de oliva comercial tipo extravirgem, produzido na
Regido da Campanha, RS, em 2017, durante 18 meses de armazenamento em temperatura ambiente.

A principal causa de deterioracdo de Oleos vegetais € a oxidagdo lipidica,
causando alteracbes na aparéncia, vida util, textura, caracteristicas sensoriais e
nutricionais do produto (BOTTI, 2014). Ruiz et al. (2017), na avaliacdo da vida util, ndo
observaram aumento significativo no valor do peroxido durante o periodo de 18 meses
em duas marcas de azeites comerciais. Sabe-se ainda que no inicio a reacdo de

oxidacdo lipidica ocorre de maneira uniforme e lenta dependendo da presenca de
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antioxidantes naturais. De acordo com o0s estudos realizados por Araujo (2008),
durante as etapas de oxidacdo os valores de peroxido atingem certas concentracdes e
depois diminuem. O equilibrio entre os antioxidantes presentes no azeite e a oxidacao
lipidica parecem ser suficientes para compensar a formacéo de radicais (BESTER et
al., 2008; SILVA, BORGES & FERREIRA, 1999). Decorre inclusive que o azeite
extravirgem € rico em Acidos graxos monoinsaturados e iSSo 0 torna mais estavel,
oxidando menos facilmente (AHMED & OKASHA, 2016).

A acidez mede a percentagem de acidos graxos que se encontram livres na
estrutura dos triacilglicerois. Este método detecta a ocorréncia de anomalia resultante
do mau estado da azeitona e ou das mas condi¢cdes de processamento (SANTOS,
2009). O azeite comercial apresentou evolucao do indice de acidez (Figura 11), que se
manteve dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo (< 0,8% &c. oleico) (BRASIL,

2012) até o décimo sexto més.
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Figura 11 — Variagdo da acidez em azeite de oliva comercial tipo extravirgem, produzido na Regido da
Campanha, RS, em 2017, durante 18 meses de armazenamento em temperatura ambiente.

Neste estudo (Figura 11), os dados corroboram com estudos dirigidos por Ruiz
et al. (2017) que também verificaram aumento nos valores de acidez durante o periodo
de 18 meses em duas marcas de azeites comerciais. Mello & Pinheiro (2012)
encontraram valores entre 0,38% e 0,40%. Andrade et al. (2017) encontraram valores
entre 0,18% e 0,19% para indice de acidez em azeites da regido da Campanha, neste
estudo foi encontrado valores entre 0,22% no primeiro més a 0,70% no décimo sexto
més. Esses valores de indice de acidez e umidade préximos a zero indicam um

processamento eficiente. Neste estudo, a partir do décimo sétimo més o azeite
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apresentou acidez livre maior que o permitido pela legislagdo, deixando de ser
considerado azeite do tipo extravirgem (BRASIL, 2012), embora este parametro por si
s6 nao defina a qualidade do azeite (JORGE, 2015).

A analise espectrofotométrica do azeite de oliva na regido do ultravioleta fornece
informagdes sobre o estado de conservacédo, identidade e alteracbes causadas pelo
processamento. A andlise de dienos e trienos conjugados é feita a partir do coeficiente
de extingdo especifica, Ky, em cada comprimento de onda. O Ky, € a variavel
correspondente a formacdo das estruturas de dienos conjugados. Enquanto o K7
refere-se aos trienos conjugados. Assim como o indice de peréxido, a formacédo de
dienos conjugados esta relacionada ao inicio do processo de oxidacdo de 6leos
(hidroperéxidos e radicais peroxidos). Enquanto que a formacdo de compostos
secundarios de estruturas mais estaveis, 0s trienos conjugados (cetonas insaturadas e
aldeidos). O limite para os valores de dienos e trienos conjugados no azeite é <2,50 e
<0,22, respectivamente (BRASIL, 2012).

A degradacédo do azeite de oliva comercial em estudo (Tabela 3) foi observada
por meio das analises de coeficiente de extincdo especifica a partir do oitavo més de
estocagem, quando o indice de trienos teve extingdo acima de 0,22 e a partir do
décimo quarto més apresentou extingdo dos dienos acima de 2,50. Na Figura 12 pode-

se visualizar o aumento linear dos coeficientes de extingdo no azeite de oliva comercial.
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Figura 12 — Variacdo do coeficiente de extingcdo em azeite de oliva comercial tipo extravirgem, produzido
na Regido da Campanha, RS, em 2017, durante 18 meses de armazenamento em temperatura
ambiente.
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Bubola et al. (2014) avaliaram azeites por 12 meses e observou que 0 Unico
parametro que ultrapassou os limites da legislacdo para azeite extravirgem foi o dieno.
Neste estudo, apesar do indice de peroxido manter-se estavel, ocorreu oxidacéo
secundaria conforme demonstrado pela anélise do composto dieno.

Andrade et al. (2017), avaliando azeites durante 4 meses, encontraram valores
de trienos entre 0,14 a 0,18 e valores de dienos entre 1,50 a 2,28. J& Mello & Pinheiro
(2012) encontraram 0,19 e 0,16 para trienos e 2,97 e 2,77 para dienos em duas marcas
de azeite.

Na Tabela 3 verifica-se que o teor de fendis apresentou variagcdo de 39,03 a
3,27mg de EAG 100g™ de 6leo. Rodeghiero (2016) encontrou variagbes de 15,6 a
6,1mg de EAG 100g™ de 6leo no teor de compostos fendlicos em azeites de diferentes
cultivares da Regido da Campanha abrangendo a fronteira leste e sul. Mello & Pinheiro
(2012) encontraram teores de compostos fendlicos entre 493,20 a 527,00mg de &cido
caféico L em duas amostras de azeites da Regido da Campanha abrangendo a
fronteira leste.

A variacdo na concentracdo de compostos fendlicos totais em azeite de oliva
comercial tipo extravirgem apresentada na Figura 13 demonstra a degradacao destes

compostos durante 18 meses de armazenamento em temperatura ambiente.
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Figura 13 — Variagcdo na concentracdo de compostos fendlicos totais em azeite de oliva comercial tipo
extravirgem, produzido na Regido da Campanha, RS, em 2017, durante 18 meses de armazenamento
em temperatura ambiente.

Os processos da producdo do azeite como processamento e embalagem, além
da cultivar da planta, estadio de maturacdo do fruto e fatores climaticos (INAREJOS-
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GARCIA & FREGAPANE, 2011; BAJOUB et al., 2015; BALLUS et al., 2015; FRANKEL
et al., 2013; DABBOU et al., 2010), determinam o teor de compostos fendlicos do
azeite.

O azeite comercial extravirgem apresentou elevados teores de compostos
fenolicos durante os primeiros meses validando a qualidade e estabilidade do azeite. A
determinacao da fracdo de compostos fendlicos € um parametro que avalia a qualidade
do produto no aspecto nutricional e do ponto de vista sensorial, uma vez que estes
compostos interferem marcadamente nas caracteristicas sensoriais de amargo e
picante (MELLO & PINHEIRO, 2012).

Os compostos fendlicos do azeite comercial diminuiram expressivamente e
gradativamente a partir do sexto més de armazenamento, apresentando ao final de 18
meses uma reducdo em torno de 92% nestes compostos.

A concentragcdo de compostos fendlicos do azeite evolui dependendo da
concentracgdo inicial de antioxidantes e das condi¢bes de armazenamento do mesmo
(RUIZ et al., 2017). Muitos compostos que mudam em suas concentragdes durante o
prazo de validade do azeite revelam sua degradacdo, mas nao necessariamente
implicam em deterioracdo nas propriedades de aroma ou sabor. S&o varios os fatores
que influenciam na qualidade do azeite de oliva, portanto a caracterizacao fisico-
quimica permite identificar e determinar 0 grau de pureza e a interpretacdo dos
resultados comparados a legislacdo especifica da Instrucdo Normativa MAPA n°
1/2012 auxilia na classificacao e avaliacdo dos azeites (BRASIL, 2012).

Os compostos fendlicos fornecem resisténcia a degradacao oxidativa, porém seu
teor no produto armazenado esta diretamente ligado ao teor inicial destes compostos
no azeite. Conforme Tsimidou (2005), entre os fatores criticos que podem afetar o
conteudo estdo o armazenamento e a embalagem. Krichene, Salvador & Fregapane
(2015) confirmaram que as condicdes de armazenamento afetam o teor de fendis
totais. Condicdes fisicas flutuantes durante a vida util como mudancas de temperatura,
oxigénio e luz causam a deterioracdo oxidativa e hidrolitica do azeite, diminuindo sua
vida til e afetando a qualidade sensorial (KRICHENE, SALVADOR & FREGAPANE,
2015).

Fregapane et al. (2013) estudaram conceitos relacionados a estabilidade do
azeite comercial determinado como ponto chave a oxidagéo lipidica, principal causa da
deterioragéo da qualidade do azeite. Como foi demonstrado neste estudo (Figura 12), o

coeficiente de extingdo do azeite comercial foi o primeiro indice de oxidacao a exceder
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o limite de qualidade estabelecido pela legislacdo especifica da Instrucdo Normativa
MAPA n° 1/2012 (BRASIL, 2012), o que ocorreu a partir do oitavo més com a reducéo
dos triénios conjugados, embora Fregapane et al (2013) apresentem o dienio como
primeiro indice de oxidacdo a exceder o limite de qualidade do azeite comercial do tipo
extravirgem. O indice de acidez (Figura 11) atingiu o limite maximo (< 0,8% &c. oleico)
(BRASIL, 2012) a partir do 17° més de armazenamento, e 0 teor de compostos
fendlicos (Figura 13) decresceu durante todo o periodo. A legislacdo brasileira ndo
aponta limites para estes compostos; contudo, sua presenca pode auxiliar na
conservabilidade do azeite extravirgem.

O azeite comercial do tipo extravirgem analisado manteve-se estavel até o 8°
més, quando apresentou sinais de degradacdo, perdendo a classificacdo de
extravirgem a partir deste momento (BRASIL, 2012). A reducéo observada nos teores
de fendis totais durante os 18 meses, provavelmente interfere nas caracteristicas
sensoriais deste azeite. O armazenamento do azeite, em condigdes ambientais durante
18 meses contribuiu para sua degradacdo, demostrando a necessidade de controlar a
incidéncia de luz e a variacdo da temperatura durante o periodo. As alteracfes
quimicas constatadas durante os 18 meses de armazenamento evidenciam
deterioracdo e comprometimento a qualidade do produto, embora nao classifique o

azeite como impréprio para 0 consumo.

6.2 Composicao centesimal, teor de fendis totais e atividade antioxidante do

bagaco de oliva

O bagaco de oliva in natura apresentou composicao centesimal (Tabela 4),
compativel com o que é relatado na literatura para umidade, lipidios e carboidratos e
menor percentual de cinzas, proteina e fibra (JULIO, 2015; TEIXEIRA, FILHO &
GAUTERIO, 2015; ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO, 2006; BOSKOU,
1998; DIAS & PEREIRA, 2017). Fatores edafoclimaticos podem influenciar a
composicao centesimal alterando o teor de umidade, bem como o perfil de compostos
quimicos do bagaco de oliva, além de outros fatores como as praticas agricolas,
cultivar ou o estagio de maturacédo (PORTARENA BALDACCHINI & BRUGNOLLI, 2017).

O processo de liofilizacdo reduziu em 89,8% a umidade do bagago de oliva in
natura, concentrando os demais compostos (p<0,05) (Tabela 4). A retirada da agua
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mantém a estabilidade lipidica do produto e facilita o processo de extragdo do extrato
lipidico (NUNES et al., 2018).

Tabela 4 - Composicdo centesimal, em base Umida (BU) e base seca (BS), compostos fendlicos e
atividade antioxidante do bagaco de oliva in natura e do bagaco de oliva liofilizado, obtidos na Regido da
Campanha, RS, em 2019

Determinacs Bagaco in natura* Bagaco liofilizado*
eterminacdes

¢ BU BS BU BS

Umidade (%) 70,77 £ 0,66° ok 7,20 +0,48° *
Cinzas (%) 1,52 +0,10° 8,93 + 0,59% 2,48 +0,70% 2,68 +0,70°
Lipidios (%) 7,71 +£3,33° 26,24 + 11,06% 2257 +2,84* 2431+0,77°
Proteina (%) 1,48 + 0,07" 8,67 + 0,44° 11,93+0,96° 12,86 +1,04%
Fibra bruta (%) 7,84 +1,56° 26,63 + 4,74% 24,87 +4,85% 26,82 +5,37°

Outros carboidratos (%) 10,68+ 4,29° 29,53 + 15,03° 30,95 +4,66° 33,33 + 4,86°

Fenois totais (mg EAG b *x a *%
100g™ de 6leo) 65,17 + 2,33 111,22+ 1,28
Atividade antioxidante 93,27 + 0,14 *% 91,22+ 1,747 ok

(% de inibi¢&o)

* Média de 3 repeti¢cBes + desvio padrédo seguidos por letras iguais na linha para BU, ou na linha para BS
néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ** ndo se aplica

O bagaco de oliva in natura apresentou umidade de 70,77%
(porcentagem/matéria fresca) (Tabela 4). Valores semelhantes para teor de umidade
no bagaco de oliva obtido por sistema de extracdo de duas fases séo relatados por
Julio (2015), que encontrou teores na faixa de 55 a 70% dependendo da maturidade do
fruto e do processo. ROIG, CAYUELA & SANCHEZ-MONEDERO, 2006relataram de
49,6 a 71,4% de umidade em bagaco de oliva proveniente de extracdo de duas fases.

Considerando os valores calculados em base seca, o bagaco de oliva in natura e
0 bagaco liofilizado n&o diferem quanto aos percentuais de lipidios, fibra bruta e
carboidratos; mas diferem (p<0,05) no teor de cinzas que € maior no produto in natura
na BS do que no bagaco liofilizado. Essa diferenga dos valores encontrados para
cinzas pode estar relacionada a fatores de nao uniformidade da amostra ou perda de
elementos por volatizag&o durante o processo de incineragao da amostra.

O teor de cinzas encontrado no bagaco de oliva in natura foi de 8,93% (BS) e no
bagaco liofilizado de 2,68% (BS) (Tabela 4). Jalio (2015) obteve valor inferior de cinzas
(3,13%) no bagaco seco em estufa (in natura) e superior (4,08%) no bagaco liofilizado.

Segundo Boskou (1998), os valores de cinzas encontrados em residuos oleicolas
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dependem do tipo de solo e do cultivar de oliveira plantada, pois cada cultivar possui
necessidades especificas em minerais para seu desenvolvimento.

O teor de lipidios do bagaco in natura (7,71%) em BU foi semelhante ao
encontrado por Teixeira, Filho & Gautério, (2015), de 7,31%. Essa porcentagem de
lipidios pode variar conforme o amadurecimento/ponto de maturagdo que as azeitonas
sdo encaminhadas para o processamento, bem como o tipo de cultivar, o blend de
azeitonas e o tipo de sistema de extracdo (BOSKOU, 1998). Brito (2016) encontrou
valor médio de 6,7% e Roig, Cayuela & Sanchez-Monedero (2006) descrevem valores
entre 3,76 a 18%. Para Dias & Pereira (2017) o bagaco liofilizado em BS apresentou
teor de lipidios entre 21,88% e 27,44% para o ano de 2016 e 2017 respectivamente,
semelhante ao encontrado para o bagaco liofilizado neste estudo (24,31%). Podemos
constatar um significativo teor de lipidios para o bagaco de oliva.

O teor de proteinas do bagaco in natura (8,67%) ficou préximo daquele
encontrado por Julio (2015), de 9,65%, e € semelhante ao encontrado por Teixeira,
Filho & Gautério (2015) de 1,86% (BU) e por Roig, Cayuela & Sanchez-Monedero
(2006) entre 6,7 a 7,2% (BS). No bagaco liofilizado o teor de proteinas (12,86%) foi
superior ao encontrado por Julio (2015), de 8,92%.

O teor de fibra bruta do bagaco in natura (26,24%) e liofilizado (26,82%) ambos
em BS foram menores que os relatados para fibra alimentar por Jalio (2015) com
resultado de 61,56% para o bagaco in natura e 54,55% para bagaco liofilizado. Estima
se que o teor de fibra bruta represente 1/7 do teor de fibra total, pois tende a perder
gomas, mucilagens e pectinas durante a analise. Julio (2015), considera o bagaco de
oliva como fonte de fibra alimentar. Segundo Alburquerque et al. (2004), o bagaco de
oliva apresenta valores em média de 63% de fibras. Roig, Cayuela & Sanchez-
Monedero (2006) apresentam valores entre 15,3-47,5% de fibras.

O teor de carboidratos do bagaco in natura (10,8%) esta abaixo do relatado por
Julio (2015) que encontrou 14,31%. Ja o bagaco liofilizado (30,95%) superou o teor de
carboidratos relatados por ele de 20,58% e foi préximo ao encontrado por Dias &
Pereira (2017) de 35,57-38,83%.

A composicao centesimal do bagaco de oliva pode ser muito variavel devido a
constituicdo das azeitonas (variedade), do estadio de maturacéo, do tipo de cultivo e
também pelo tipo de processamento do azeite.

O teor de fendis totais do bagaco in natura (65,17mg EAG 100 g* de 6leo) é
menor (p<0,05) do que o bagaco de oliva liofilizado (111,22mg EAG 100 g™ de 6leo) e
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€ compativel com a diferenca de umidade entre eles, demostrando que o0 processo de
secagem escolhido ndo afetou os compostos fendlicos, concentrando-os. Julio (2015)
encontrou valores de 645,70mg EAG 100 g de 6leo para o bagaco in natura seco em
estufa a 55°C e 1680,4mg EAG 100 g* de 6leo para o bagaco liofilizado, contribuindo
com a indicacdo do método de liofilizacdo para concentrar e recuperar 0S compostos
fendlicos. Segundo Alu’datt (2010), o azeite de oliva pode conter percentuais baixos de
compostos fenolicos quando comparado ao bagaco proveniente de sua extracdo, assim
acredita-se que seu potencial antioxidante seja superior ao do azeite.

A atividade antioxidante apresentada no bagaco de oliva in natura e no bagaco
liofilizado nao diferiu, reafirmando a escolha deste processo para retirada de agua sem
prejuizo aos compostos de interesse. Julio (2015) encontrou valores menores de
porcentagem de inibicdo para o bagaco seco em estufa do que para o bagaco
liofilizado, relatando que o processo térmico de secagem do bagaco degradou
compostos antioxidantes, ja o bagaco liofilizado apresentou a melhor porcentagem de

inibicdo entre os tratamentos utilizados por ele.

6.3 Extracdo por UAE do extrato lipidico do bagaco liofilizado

Estudos preliminares (PEREIRA, DIAS & CREXI, 2017) apresentaram bons
resultados usando etanol como solvente para obtencdo do extrato lipidico em uma
propor¢cdo de 1:18, com variacdo da temperatura de 30 e 60°C em temperatura
ambiente, sendo necessario investigar parametros como o tempo e a quantidade de
solvente para verificagdo destes parametros quanto ao rendimento, teor de fendis e
atividade antioxidante. Os resultados dos efeitos da propor¢cdo bagaco
liofilizado:solvente etanol, do tempo e da temperatura sobre o rendimento de extracéo,
os fendis totais e a atividade antioxidante do extrato lipidico do bagago de oliva
liofilizado estdo apresentados na Tabela 5.

O rendimento de extracdo do extrato lipidico do bagago de oliva por UAE foi de
18,38 a 44,41%, cujo valor maximo correspondeu as condi¢des de trabalho referentes
ao ponto central (T9) de proporcéo bagaco:solvente de 1:10, 45 min de contato a 45°C.
O extrato lipidico do bagaco de oliva apresentou fendis totais entre 61,10 e 130,62mg
EAG 100g™ de 6leo, com méximo na condicédo de proporcdo bagaco:solvente de 1:2
(T2), 60 min de contato a 30°C, enquanto Chanioti & Tzia (2017) observou na extragao

UAE valores de 14,4 a 26,2mg EAG 100g™ de 6leo com maior valor encontrado na
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proporcéo 1:8, e Cioff et al. (2010) encontraram 20,7 a 21,0mg EAG 100g™ no bagaco
de oliva. A atividade antioxidante do produto foi entre 91,71 e 95,52% de inibicdo do
radical DPPH®, com valor maximo na proporcdo bagaco:solvente de 1:2 (T4), por 60
min a 60°C. Chanioti & Tzia (2017) apresentou valores de 0,168 a 0,210mg trolox/g de
extrato lipidico, sendo os maiores valores encontrados para o ponto central do seu
experimento. Cioffi et al. (2010) apresentaram valores superiores no bagaco de oliva
para atividade antioxidante quantificado através do teste ECso°.

O Ultrassom é considerado um procedimento rdpido e eficiente para a extracao
de compostos fendlicos. Cavalheiro (2013), na extracdo em folhas de oliveira, obteve
75% de rendimento de compostos fendlicos em um tempo menor que os métodos
tradicionais e utilizando etanol como solvente.

Amirante & Paduano (2016), ao estudarem o ultrassom relatam a facilidade de
recuperacdo do Oleo e compostos menores no tecido nao triturado da azeitona

aumentando a extracéo e reduzindo o tempo de processo.

Tabela 5 - Respostas da matriz do planejamento experimental fatorial completo (23), para extracdo por
ultrassom do extrato lipidico de bagaco de oliva liofilizado

Proporcdo Tempo Temperatura Rendimento Fenais totais At_ivi(_jade
Tratamentos (Bagaco: . (mg EAG 1OOg"l antlo}.(l(.ja.nte
etanol) (min) (°C) (%) de 6leo) (% de inibicéo)
1 1:2 30 30 19,89 93,29 95,24
2 1:2 60 30 29,01 130,62 91,71
3 1:2 30 60 18,38 120,44 94,57
4 1:2 60 60 24,13 111,06 95,52
5 1:18 30 30 30,38 61,10 95,24
6 1:18 60 30 39,92 95,74 95,33
7 1:18 30 60 40,49 75,44 95,17
8 1:18 60 60 33,45 78,04 94,92
9 1:10 45 45 44,41 107,17 95,24
10 1:10 45 45 33,49 83,01 95,33
11 1:10 45 45 39,68 84,24 95,14

Na Tabela 6 e nas Figuras 14, 15 e 16 estdo os valores dos efeitos estimados
das variaveis estudadas (proporcdo de bagaco:solvente, tempo e temperatura de
extracao) para as respostas rendimento do processo, teor de fenois totais e atividade

antioxidante do extrato lipidico do bagaco de oliva liofilizado obtido por UEA.
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A andlise do efeito estimado de uma variavel permite avaliar como sera sua

influéncia sobre a resposta, ou seja, quanto maior for o seu valor, maior serd a sua

influéncia sobre a resposta. Um efeito negativo sobre a resposta indica que, ao passar

de um valor minimo a um valor maximo da variavel, o valor da resposta diminui,

(RODRIGUES & LEMMA, 2005).

Tabela 6 - Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p) para o rendimento do
antioxidante na extragdo por ultrassom do extrato lipidico de

processo, teor de fendis totais e atividade
bagaco de oliva liofilizado

Fator Efeito estimado Erro Puro P
Rendimento
Proporcéo (L) 13,2075 3,872288 0,076257
Tempo (L) 4,3425 3,872288 0,378669
Temperatura (L) - 0,6875 3,872288 0,875435
Tempo x Temperatura -4,9875 3,872288 0,326655
Tempo x Proporcéo -3,0925 3,872288 0,508276
Temperatura x Proporgéo 2,5075 3,872288 0,583681
Fenois totais
Proporcéo (L) -36,2748 9,622038 0,063717
Tempo (L) 16,2975 9,622038 0,232390
Temperatura (L) 1,0575 9,622038 0,922520
Tempo x Temperatura -19,6854 9,622038 0,177374
Tempo x Proporcéo 2,3246 9,622038 0,831756
Temperatura x Proporcéo -2,7373 9,622038 0,802777
Atividade Antioxidante
Proporgéo (L) 0,90500 0,067206 0,005469
Tempo (L) -0,68500 0,067206 0,009489
Temperatura (L) 0,66500 0,067206 0,010060
Tempo x Temperatura 1,03500 0,067206 0,004190
Tempo x Proporgéo 0,60500 0,067206 0,012116
Temperatura x Proporgao -0,90500 0,067206 0,005489

Valores em negrito indicam efeitos significativos a 90% de probabilidade (p<0,10).

Graficamente os efeitos que influenciam a resposta estdo onde o efeito

apresenta valores ap0s a linha divisoria (p=0,1) podendo ser considerado significativo.

Somente a relagdo bagaco:solvente teve efeito estatisticamente significativo (p<0,1)

sobre o rendimento (Tabela 6, Figura 14) e sobre a concentracdo de fendis totais
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(Tabela 6, Figura 15). Todos os parametros avaliados e suas interacdes tiveram efeito
significativo (p<0,1) sobre a atividade antioxidante (Tabela 6, Figura 16).

DV: Rendimento

Proporgao(L) ///// /// 2.410774
Tempo x Temperatura -1,288 E
Tempo(L) 1,12143 E
Proporcéo x Tempo -, 798623
Proporgéo x Tempertura ,6475499 :
Temperatura(L) -177544 E

p=,1

Figura 14: Diagrama de Pareto com representagdo dos efeitos estimados das varidveis estudadas sobre
o rendimento do extrato lipidico do bagaco de oliva liofilizado extraido por ultrassom.

Na variavel rendimento o efeito estimado da relacdo solido:liquido (P=0,10)
demonstrou que nos tratamentos onde foi usado a maior propor¢cao entre
bagaco:solvente obteve-se maior rendimento em extrato lipidico. Goula (2013)
observou que o aumento da quantidade de hexano usado como solvente favoreceu o
aumento do rendimento de extrato lipidico na extracdo de sementes de roma por UAE.
Zhang et al. (2009) descrevem que o aumento da quantidade de solvente melhora a
difusdo através da reducao da viscosidade, propicia maior concentracédo do solvente no
interior da matriz vegetal resultando no aumento da eficiéncia da extracdo. Chanioti &
Tzia (2017), na extracdo de oOleo de bagaco de oliva, verificou que a temperatura, a
relacdo solido:liquido e o tamanho de particula apresentaram maior influéncia no
rendimento. Alguns estudos também apresentaram relacdo entre sélido:liquido,
temperatura e tamanho da particula no rendimento de extracdo para diferentes fontes
de Oleo (HUANG et al., 2008; LI et al., 2011; MINJARES-FUENTES et al., 2014).
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DV: Fendis totais

7 7777777 7 77
Proporcao(l) |7 ////{////ﬂ/ /é/////{é////{/%éﬂ// 3,76973 |
Tempo x Temperatura / ' . ’ ; -2,04608 |
Tempo(L) i 1,693768

Proporcao x Tempo W -,284503

Proporcao x Tempo ,241373

Temperatura(L) 771,109904

p=.1

Figura 15: Diagrama de Pareto com representagdo dos efeitos estimados das varidveis estudadas sobre
a concentragao de fendis totais do extrato lipidico do bagaco de oliva liofilizado extraido por ultrassom.

Observa-se (Tabela 6 e Figura 15) que a relacdo solido:liquido teve efeito
significativo negativo (p<0,1) sobre o teor de fendis, ou seja, quanto menor a proporgao
bagaco:solvente maior foi o teor de fendis totais encontrado no extrato lipidico extraido.
Apesar da proporcao ter tido o efeito significativo, ele foi contrario ao efeito do
rendimento. Amirante et al. (2017) observaram aumento do teor de compostos
fendlicos acompanhado pelo aumento no rendimento de azeite extravirgem extraido
por ultrassom enfatizando que nao havia resultados publicados onde estivessem
aumentos simultaneos de rendimento de 6leo e teor de compostos fendlicos. Amirante
et al. (2017) também atribuiram aumento do teor de fendis a diminuicdo das enzimas
polifenoloxidases. Neste estudo, embora ndo mensurado, observou-se que o bagaco
liofilizado preservou a cor mesmo depois de armazenado por um més para posterior
extracdo, o que pode indicar eficiéncia do processo de inativacdo das enzimas que
poderiam estar envolvidas na degradacéo de compostos fendlicos.

A maior atividade antioxidante obtida foi de 95,52 % (Tabela 5), correspondente

ao tratamento com menor proporgdo de solvente (1:2), maior tempo (60 min) e maior
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temperatura (60°C). Contudo, na Tabela 6 verifica-se que todos os parametros
avaliados exerceram efeito significativo sobre a atividade antioxidante, sendo que a
interacdo entre o tempo e a temperatura exerceu o maior efeito (Figura 16). Esta
interacdo foi positiva, ou seja, 0 aumento de ambos ao mesmo tempo resultou em

maior atividade antioxidante.

DV: DPPH

Tempo x Temperatura /// 15,40038 -

Proporcéo x Temperatura //// -13,466

Proporgéo(L) /// 13,46603

Tempo(L) /// -10,1925

Temperatura(L) //// 9,894928

Proporgédo x Tempo // 9,002152

p=1

Figura 16: Diagrama de Pareto com representagdo dos efeitos estimados das variaveis estudadas sobre
atividade antioxidante do extrato lipidico do bagaco de oliva liofilizado extraido por ultrassom.

Os demais parametros estudados e suas interacdes exerceram influéncia menos
expressiva sobre a atividade antioxidante do extrato lipidico (Tabela 6, Figura 16). A
interacdo entre propor¢cdo bagaco:solvente e temperatura de extracdo exerceu efeito
negativo, indicando que a menor relagdo solido:liquido (1:2) associada a temperatura
de 60°C tende a extrair mais compostos com atividade antioxidante. Considerando-se
os efeitos isolados, a atividade antioxidante é influenciada, aumentando com o
aumento da proporcao solido:liqguido, com menores tempos de extragdo e temperatura
mais elevada, dentro das faixas estudadas.

Chanioti & Tzia (2017) descreve que a temperatura foi o efeito mais significativo
na atividade antioxidante do extrato lipidico de bagaco de oliva extraido por UEA,

seguido pelo tamanho da particula e depois pela proporcdo do solido:liquido. Sahin &
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Samli (2013) constataram que a proporcdo sélido:liquido foi significativa para a
atividade antioxidante de extratos obtidos de folhas de oliveira.

Refletindo sobre a eficiéncia do método de extracdo por UEA do extrato lipidico
de bagaco liofilizado, verifica-se que o maximo rendimento em extrato lipidico na
extracdo utilizando-se etanol como solvente ocorreu nas condigbes estabelecidas no
ponto central para as faixas das variaveis independentes estudadas (Tabela 5), que
corresponde a combinacéo da proporcéo bagaco liofilizado:solvente de 1:10, durante o
tempo de 45 minutos e a temperatura de 45°C, com forte influéncia da maior proporcao
de solvente em relacdo ao bagaco. O percentual de extrato lipidico extraido do bagaco
com etanol por ultrassom nesta faixa (ponto central) foi entre 33,39% e 44,41%, tal
resultado corrobora para a afirmativa de que o etanol como solvente é eficiente para a
extracdo do extrato lipidico do bagaco de oliva por UEA, ndo sendo possivel a
comparacao com o percentual verificado no bagaco de oliva que lhe deu origem, onde
foi encontrado 26,24% para o bagaco in natura e 24,31% para o bagaco liofilizado
(Tabela 4) utilizando hexano como solvente (solvente recomendado pela metodologia
analitica), pois 0 hexano retira apenas a fracao lipidica, ou seja, por ser apolar extrai
os triacilglicerois (6leo - apolar) enquanto o etanol retira compostos polares e apolares.
A extracdo de Oleo com solvente é um processo de transferéncia de constituintes
soluveis (o0 6leo) de um material inerte (a matriz graxa) para um solvente com o qual a
matriz se acha em contato. Brum, Arruda & Reginato-d’Arce (2009) relatam que o
etanol apresentou um alto rendimento em 6leo, ja que possui um poder de solvatacao
superior extraindo os lipidios e os ndo-lipidios da matriz.

Observa-se também que o teor maximo de compostos fendlicos no extrato
lipidico extraido por UEA do bagaco liofilizado (130,62mg de EAG 100 g™* de 6leo) com
proporcao de 1:2, tempo de extracdo de 60 minutos e temperatura de 30°C (Tabela 5),
foi maior que o encontrado no bagaco in natura e no bagaco liofilizado que Ihe deram
origem, de 65,17 e 111,22mg de EAG 100 g™ de 6leo (Tabela 4), respectivamente, e
também maior do que o verificado no azeite comercial analisado durante 18 meses
(méaximo de 39,03mg de EAG 100 g* de 6leo) (Tabela 3), sugerindo que o ultrassom
poderia ser utilizado na extracdo do azeite extravirgem para aumentar seu teor de
compostos fendlicos.

Da mesma forma, o método de extragdo por UEA também resultou em maior
atividade antioxidante no extrato lipidico do bagaco liofilizado (95,52% de inibic&o)

(Tabela 5), ao que foi observado no bagaco in natura e no bagaco liofilizado que lhe
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originaram (93,27% e 91,22% de inibicdo, respectivamente) (Tabela 4). Este fato
reforca que, na faixa estudada, o efeito da interacdo entre tempo de extracdo e
temperatura contribuem para a preservacao dos compostos antioxidantes. Também é
possivel verificar que a atividade antioxidante esta relacionada a varios compostos
quimicos com atividade antioxidante, ndo s6 aos compostos fendlicos, visto que a
menor atividade antioxidante encontrada nos tratamentos foi no Tratamento 2, onde se
obteve maior indice de compostos fendlicos, e uma das maiores atividades
antioxidantes foi encontrada no Tratamento 5, onde se obteve menor teor de

compostos fendlicos.



7 Considerac0es finais

O azeite comercial do tipo extravirgem produzido na Regido da Campanha do
Rio Grande do Sul atendeu aos critérios e limites estabelecidos pela legislacao
brasileira e pelo Codex Alimentarius, apresentando também viscosidade e cor
compativeis com este tipo de produto.

O armazenamento do azeite durante 18 meses, resultou em alteragdes quimicas
gue evidenciam deterioracdo e comprometimento da qualidade do produto, embora néo
classifigue o azeite como improprio para o consumo. Contudo, o azeite comercial do
tipo extravirgem analisado manteve-se estavel até o oitavo més, quando apresentou
sinais de degradacao que néo permitem a classificagcdo como extravirgem , segundo a
normativa brasileira vigente. Os parametros envolvidos na degradacdo que
apresentaram incremento ao longo do periodo foram os compostos do tipo trienos
conjugados (cetonas insaturadas e aldeidos) apds 8 meses, dienos conjugados apoés
14 meses e acidez em &cido oleico apés 17 meses. Concomitantemente ocorreu a
degradacdo dos compostos fendlicos cuja concentragcdo reduziu expressivamente (em
torno de 90%) durante os 18 meses.

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia do controle do
ambiente de comercializacdo e ou de armazenamento dos azeites, visando garantir sua
estabilidade até o momento do consumo.

Vislumbra-se que estudos que promovam a preservacdo das substancias com
atividade antioxidante no azeite, com destague aos compostos fendlicos, podem
contribuir para aumento da vida util do produto dentro dos padrdes estipulados. Estudar
as alteracfes em outros compostos, como clorofilas, carotenos, tocoferdis e compostos
volateis, durante a vida u(til do azeite extravirgem, bem como acompanhar seu
armazenamento na agroindustria antes do envase, podem trazer informagdes
relevantes a vida util do produto.

O estudo da vida util do azeite em condi¢gdes usuais de comercializagdo conduz

a uma reflexdo sobre estratégias para sua comercializagdo por um periodo que nao
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ocorra degradacdo significativa dos compostos fendlicos e consequentemente
mantendo seus parametros de qualidade por mais tempo.

O bagaco de oliva in natura resultante da extracdo do O6leo apresentou
composicao centesimal compativel com o que é relatado na literatura para umidade,
lipidios e carboidratos e menor percentual de cinzas, proteina e fibra bruta. O processo
de liofilizag&o resultouem um bagaco com alto teor de extrato lipidico a ser recuperado,
sem prejuizo a atividade antioxidante e do teor de compostos fendlicos.

O método de extracdo por ultrassom assistida, utilizando etanol como solvente,
para recuperar o extrato lipidico do bagaco de oliva remanescente no residuo da
agroindustria de azeite, mostrou-se uma alternativa interessante para aproveitamento e
valorizacéo deste residuo com a recuperacdo de compostos quimicos de interesse.

Considerando o planejamento experimental aplicado, o melhor rendimento para
extracdo de extrato lipidico do bagaco de oliva ocorreu nas condi¢cdes de trabalho
referentes ao ponto central, que corresponde a propor¢cdo bagaco liofilizado:solvente de
1:10, durante 45 minutos de contato a 45°C. O extrato lipidico do bagaco de oliva
apresentou fendis totais com concentracdo maxima na condicdo de trabalho que
corresponde a propor¢cdo bagaco liofilizado:solvente de 1:2, durante 60 minutos de
contato a 30°C. O valor maximo de atividade antioxidante, representado pelo
percentual de inibicdo do radical DPPH®, foi obtido com a proporgédo bagago:solvente
de 1:2, por 60 minutos de extracdo a 60°C.

Desta forma, o planejamento experimental usado para definir a regido de
trabalho apresentou resultados que podem ser melhor estudados conforme a finalidade
escolhida, considerando-se a influéncia preponderante das variaveis estudadas. Assim,
0 maior rendimento corresponde a maior extracao que ocorre quando utilizada maior
proporcdo de solvente (etanol) em relacdo ao bagaco liofilizado. J& a recuperacéo de
compostos fenodlicos do extrato lipidico de bagaco de oliva € maior quanto menor a
proporcdo de bagaco:solvente. A atividade antioxidante do extrato lipidico obtido é
preservada em todas as condi¢cdes de trabalho estudadas, demonstrando eficacia do

meétodo que ndo degradou compostos de interesse que afetam esta resposta.
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