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RESUMO

O azeite € o principal componente da dieta mediterrnica. O seu consumo tem vindo a
aumentar, como consequéncia dos seus efeitos benéficos para a saide. A qualidade do
azeite virgem pode diminuir ao longo do tempo devido a degradagdo oxidativa /
hidrolitica, influenciadas pela luz e temperatura. A preocupagido em garantir a qualidade
do azeite durante o tempo que decorre desde a produgdo até ao engarrafamento e
comercializacdo é cada vez mais importante. Assim, as condi¢des de armazenamento

sao fatores determinantes para a qualidade do azeite.

O objetivo do presente trabalho foi estudar como o armazenamento do azeite em
presenga de luz influencia os pardmetros quimicos da qualidade. Analisaram-se trés
variedades de azeite, Arbequina, Cobrangosa e Picual, armazenadas por um periodo de
oito meses em presenca de luz e no escuro, e realizaram-se varias determinacdes
analiticas tais como: acidez, indice de perdxidos, indice espectrofotométrico, polifendis

totais, tocoferdis e dcidos gordos.



“Influence of light on quality chemical parameters of

monovarietal olive oils”

ABSTRACT

Olive oil is the main component of the Mediterranean diet. Its use has increased as a
result of its beneficial effects on health. The quality of virgin olive oil decreases over
time due to oxidative degradation / hydrolytic influenced by light and temperature.
Thus, it is of great relevance to ensure the olive oil quality during the time from
production to bottling and marketing. Therefore, the storage conditions are considered

key factors for the olive oil quality.

The aim of this work was to study how the storage of olive oil in the presence of light
influences the chemical quality. We analyzed three different varieties of olive oil,
Arbequina, Cobrangosa and Picual, stored for a period of eight months in the presence
of light and dark, and several analytical determinations were performed, such as acidity,
peroxide value, spectrophotometric index, total polyphenols , tocopherols, and fatty

acids.
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ABREVIATURAS

COI - Conselho Oleicola Internacional
GC - Cromatografia Gasosa (Gas Chromatography)

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography)

ID - didmetro interno (internal diameter)

IP - indice de perdxidos

MUFA - Acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acids)
PUFA - Acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids)

PI - padrao interno

DESIGNACOES ANGLO-SAXONICAS:
DAD - detector de diédos (diode-array detector)

Liner - Peca de vidro de formato cilindrico, aberto nas duas extremidades, colocada no

interior do sistema cromatografico.

Split - Termo usado para designar a divisdo do fluxo gasoso durante a injecdo num

sistema de cromatografia gasosa.

vii



TRABALHOS DESENVOLVIDOS NO AMBITO DESTA DISSERTACAO:
COMUNICACOES EM CONGRESSOS NACIONAIS E INTERNACIONAIS

1. Ana Ferreira, Maria Jodo Cabrita, Ana Maria Costa Freitas and Raquel Garcia,
"Effect of the exposure to light on extra virgin olive oil quality during storage", 360
International Symposium on Capillary Chromatography, 27 Maio- 1 Junho, 2012, Riva
del Garda, Italia.

2. Ana Ferreira, Nuno Martins, Maria Jodo Cabrita, Raquel Garcia, "Influéncia da
exposicdo a luz durante o armazenamento em azeites extra virgem nos parametros da
qualidade”, 11° Encontro Quimica dos Alimentos, 16 - 19 Setembro, 2012, Braganca,

Portugal.

viii



1. INTRODUCAO

O azeite, Oleo resultante da azeitona, fruto da oliveira (Olea Europea L.) € usado na
gastronomia desde a antiguidade, sendo um dos principais constituintes da dieta
mediterranica, apresentando um elevado interesse socio-econdmico. Foi, desde sempre,
extraido exclusivamente por processos mecanicos, conservando assim o sabor, o aroma
e todas as propriedades do fruto do qual tem origem, pelo que possui caracteristicas
organoléticas particulares, com uma composicdo quimica tnica, ocupando assim, uma

posicao privilegiada relativamente a outros 6leos e gorduras vegetais.

A sua importincia ao longo dos tempos resultou das mdltiplas utilizacdes que lhe foram
dadas: na alimentacdo, medicina, produto de beleza, combustivel para iluminacio,
lubrificante para as ferramentas e alfaias agricolas, impermeabilizante para as fibras

téxteis e elemento essencial em ritos religiosos (Gouveia, 2002).

Mais recentemente, o seu consumo tem vindo a alargar-se a outras regides para além
dos paises mediterranicos. Para esta expansdo t€m contribuido de forma muito
significativa as intrinsecas propriedades nutricionais que este tipo de produto apresenta,
nomeadamente a presenca de dcidos gordos monoinsaturados, cuja ingestdo favorece o
sistema cardiovascular na medida em que permite controlar os niveis de colesterol no
sangue pois equilibra o “mau” colesterol (LDL) e aumenta o teor de lipoproteinas de
alta densidade, o “bom” colesterol (HDL), acdo antioxidante, anti-inflamatéria e

anticoagulante.

7z

O azeite extra virgem € considerado o melhor azeite devido as suas caracteristicas
organoléticas, estabilidade oxidativa e composi¢do quimica, sendo o tnico 6leo vegetal
que pode ser consumido diretamente em crd e contém elementos nutricionais
importantes, entre os quais se destacam as vitaminas e os antioxidantes (Baccouri et al,

2008).

No que respeita as caracteristicas organoléticas, o azeite apresenta sabores e aromas
unicos que advém da sua complexa composi¢do quimica, sendo de destacar inimeros

compostos quimicos pertencentes as classes dos compostos fendlicos e voléteis.

Apesar de ser usado na culindria desde ha séculos, o azeite tem sido, mais recentemente,
alvo de uma intensa investigacdo cientifica com vista a determinar informacdo mais

precisa acerca dos beneficios deste alimento para a saide humana (Boskou, 2007).



Os estudos cientificos desenvolvidos t€m incidido em aspetos muito diversos, dos quais
se destacam: a composicdo quimica e a sua relacdo com os efeitos benéficos para a
saide associados a ingestdo deste produto, assim como, a definicdo de pardmetros que
permitam assegurar a qualidade e autenticidade deste produto de elevado valor
econémico. Em particular, a qualidade do azeite pode ser influenciada por diversos
fatores que vado desde a qualidade da matéria-prima utilizada para a sua produgdo
(azeitonas), o tipo de processo para a sua obten¢@o até as condi¢des de embalagem e
armazenamento. A inadequabilidade de algum procedimento ao longo destas fases pode
comprometer irremediavelmente a qualidade final do azeite, podendo tornar invidvel a

sua comercializacdo.

O consumidor € cada vez mais exigente com a qualidade dos produtos alimentares e
com a durabilidade dos mesmos até ao ato de consumo. Estas expectativas t€m como
consequéncia a obrigatoriedade da implementagédo de requisitos que conduzem ndo sé a
obtencdo de produtos seguros mas também com minimo de resisténcia as alteracdes

desvantajosas da qualidade sensorial (Morell6 et al., 2004)

Assim, € no contexto da qualidade quimica do azeite e, mais concretamente, no efeito
das condi¢des de armazenamento a que este se pode encontrar sujeito, que surge o
presente trabalho desenvolvido no ambito desta tese de mestrado. Deste modo, o estudo
desenvolvido visou investigar de que forma o armazenamento do azeite em presenca da
luz influencia os parametros quimicos da qualidade. Para o presente estudo foram
utilizados azeites monovarietais de diferentes variedades, nomeadamente Arbequina,
Cobrancosa e Picual, com o objetivo de estender este estudo e, de inferir, se a variedade
utilizada para a produgdo do azeite apresenta um efeito significativo na estabilidade

oxidativa dos diferentes azeites em analise.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Azeite

Segundo o Conselho Oleicola Internacional (COI, 2008), o azeite consiste no 6leo
obtido unicamente a partir do fruto da oliveira (Olea europaea L.), com exclusdo dos
Oleos obtidos através do uso de solventes ou de processos de reesterificacdo e de
qualquer mistura com Oleos de outra natureza. O azeite é muito apreciado na dieta
alimentar, particularmente na dieta mediterranica, devido ao facto de possuir
caracteristicas especificas que o distinguem de outras gorduras vegetais. Este produto é
a Unica gordura extraida por processos meramente mecénicos e que pode ser consumida
diretamente, ao contrdrio de outros 6leos vegetais que necessitam de sofrer agdo de

produtos quimicos antes de serem consumidos (Saldanha, 1999).

Os azeites virgens sdo extraidos do fruto da oliveira (Olea europaea L.) por
procedimentos exclusivamente mecanicos e em condi¢des térmicas que ndo produzam
alteracdes quimicas no azeite, nao devendo ser submetido posteriormente a outras
manipulagdes que ndo seja a sedimentacio, decantagdo, centrifugagao ou filtragdo (Ruiz

et al, 1999).

Segundo Kiritsakis (1993), o azeite é o tnico de todos os 6leos vegetais que pode ser
consumido no estado virgem, sem qualquer processo de refinacdo, conservando todas as
suas vitaminas e outros constituintes vegetais importantes. Quando processado a partir

de frutos maduros frescos e de boa qualidade, o seu aroma € incomparavel.

2.1.1. Composicao quimica do azeite

O azeite é considerado um produto que possui vastas propriedades nutricionais as quais
se encontram intimamente relacionadas com a sua complexa composi¢do quimica. E de
salientar que os fatores agrondmicos, tais como a rega, a fertilizagcdo, a poda, as praticas
agricolas relacionadas com a produgfo, a colheita, o transporte e o armazenamento da
azeitona, assim como, os fatores geograficos e climaticos, a variedade e o estado de
maturacdo da azeitona podem ter uma influéncia bastante significativa na composi¢éo
quimica do azeite. Outros fatores que poderdo ainda provocar alteracdes na composicio

quimica do azeite sdo os que se encontram relacionados com a obteng¢do deste produto,



tais como o método de extracdo utilizado e o tipo de equipamentos, assim como, as

condi¢des de armazenamento e transporte (Dias, 2009).

Quimicamente, os componentes do azeite podem dividir-se, em duas fra¢des, uma
saponificdvel, a qual permite a formacdo de sabdes (sais de sédio e/ou potdssio) por
hidrélise em meio alcalino e, outra, insaponificavel. A fracdo saponificavel constitui
cerca de 97 a 99% do peso total do azeite, sendo composta maioritariamente por
triacilglicerdis e uma pequena fragdo de di e mono glicerdis, fosfolipidos e de acidos
gordos livres, os quais sdo responsaveis pela acidez do azeite. A fracdo insaponificavel
€ solivel em dgua e representa cerca de 2% da massa total de azeite sendo composta por
um conjunto muito variado de substdncias tais como ceras, dlcoois aliféticos,
hidrocarbonetos, pigmentos, compostos fendlicos, esterdis, tocoferdis, compostos
voléteis e aromadticos. Apesar de constituirem a fracdo minoritdria no azeite, a presenga
destas substancias tem elevada importancia, tanto do ponto de vista nutricional como
em aspetos relacionados com a estabilidade e a qualidade organoléptica do produto
final. Dada a sua elevada especificidade, os componentes minoritdrios sdo muitas vezes
usados como critério de qualidade e de autenticidade [Boskou, 1998; Garcia et al.,

2005].

A riqueza nutricional do azeite tem sido alvo de detalhados estudos por parte da
comunidade cientifica que se dedica a esta drea do conhecimento. Sob o ponto de vista
nutricional, estes estudos t€ém vindo a permitir a obtencdo de um maior conhecimento
sobre a composicdo quimica do azeite e a sua relagdo com as propriedades bioldgicas
que este produto apresenta. Em particular, é de salientar o relevante papel
desempenhado pelos dcidos gordos monoinsaturados os quais ajudam a baixar os niveis
plasmaticos de LDL-colesterol (“Low-density lipoprotein”) e a elevar os niveis
correspondentes de HDL-colesterol (“High-density lipoprotein”), o que favorece o
sistema cardiovascular. QOutras substincias também presentes no azeite, tais como a
vitamina E e os polifendis desempenham um papel crucial na fun¢do antioxidante. Além
da funcdo antioxidante, os polifendis apresentam também uma a¢@o anti-inflamatdria e
anticoagulante, prevenindo o aparecimento do cancro do colén e da osteoporose

(Cunha, 2007).

Nas secgOes seguintes serd discutida em detalhe a composicdo quimica da fracdo

saponificavel e insaponificdvel do azeite e de que forma os componentes dessas fragcdes



se encontram relacionados com alguns dos parametros da qualidade que serdo objeto de

estudo no ambito do presente trabalho.

2.1.1.1. Fracao saponificavel

2.1.1.1.1- Acidos gordos

Como referido anteriormente, a fragdao saponificdvel engloba os dcidos gordos livres. A
composi¢do em acidos gordos € um dos pardmetros mais utilizados no controlo de
qualidade de azeites. Estes compostos alifdticos caracterizam-se por apresentarem uma
cadeia hidrocarbonada, saturada ou insaturada, com um grupo carboxilico numa das
extremidades (Fig.1), podendo ser classificados de acordo com o nimero de 4&tomos de

carbono presentes na sua estrutura quimica, de acordo com o seguinte critério:

e Acidos gordos de cadeia curta (4-6 carbonos);
e Acidos gordos de cadeia média (8-12 carbonos);
e Acidos gordos de cadeia longa (14-18 carbonos);

e Acidos gordos de cadeia muito longa (mais de 20 carbonos).

COO
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Figura 1- Representagdo esquematica do dcido estedrico (C17:0).

Contudo, atendendo ao grau de saturagdo os dcidos gordos podem ser ainda

classificados em:

e Acidos gordos saturados: cadeia hidrocarbonada sem liga¢des duplas;

e Acidos gordos monoinsaturados (MUFA): cadeia hidrocarbonada com uma
ligacdo dupla;

e Acidos gordos polinsaturados (PUFA): cadeia hidrocarbonada com duas ou mais

ligacdo duplas.



Na figura 2 encontra-se uma representacdo esquemdtica da classificacdo dos 4cidos
gordos de acordo com o grau de saturacio da cadeia hidrocarbonada, com exemplos de
alguns dos dcidos gordos que entram na composi¢do quimica dos azeites. Para cada
umas das classes € ainda indicado na figura 2 as respetivas gamas de percentagens em

que podem estar presentes no azeite.

X

C17:0 dcido margdrico

o0 a
[w]

(oY

Peiinsaturados (PUF AJ

Cj:-a-:a,n::; dcido linoiénico H_‘C/\ ﬁ ﬂ WLUL)H 4-20%

Figura 2- Classificagdo dos 4cidos gordos atendendo ao grau de saturacdo da cadeia

hidrocarbonada.

Encontra-se ainda indicada na figura 2, a nomenclatura dos diversos dcidos sob a forma
de uma designacdo abreviada Cx:y, onde o x representa o nimero de d&tomos de carbono
da cadeia hidrocarbonada e y representa o nimero de ligacdes duplas presentes na
estrutura do 4cido gordo. Esta designacdo pode ser ainda mais informativa se for
indicada na forma Cx:y-z, em que z representa a posi¢cdo da dupla ligacdo contada a

partir da extremidade metilo (-CHz).

E de salientar que, na natureza existe uma grande diversidade de dcidos gordos devido
ao elevado niimero de possibilidades no que respeita ao numero total de dtomos de
carbono, grau de insaturacdo, geometria e posi¢do das ligacdes duplas, ocorréncia de

substituintes e respetivas posi¢cdes na cadeia carbonada.

Nos azeites, o dcido gordo maioritdrio € o dcido oleico (C18:1n-9), que representa 53 a
83% dos acidos gordos totais. Seguem-se-lhe os dcidos gordos saturados que, no seu
conjunto, representam 13 a 21% dos 4cidos gordos totais. Destes, o mais representativo
€ o 4cido palmitico (C16:0) cuja presenca no azeite varia entre 7,5 ¢ 20% do teor total
de acidos gordos. Em menor proporc¢io encontra-se o dcido palmitoleico (C16:1), com

valores que oscilam entre 0,5 e 5% dos 4cidos gordos totais. Por dltimo, as quantidades



mais baixas de dcidos gordos saturados correspondem aos dcidos araquidico (C20:0) e
behénico (C22:0) com um maximo de 0,8%, ao 4cido heptadecanoico (C17:0) com
valores até 0,5%, ao acido miristico (C14:0) com um maximo de 0,1% e ao acido
lignocérico (C24:0) com um méaximo de 1%. No que se refere aos 4cidos gordos
polinsaturados, sdo representados principalmente pelo 4cido linoleico (C18:2n-6), que
representa 3,5 a 21% dos éacidos gordos totais, e pelo dcido linolénico (C18:3n-3), com
um maximo de 1,5% (Codex STAN 33, 2003).

Recentemente foram estabelecidos limites para a composi¢do em dcidos gordos no

azeite, os quais se encontram sumarizados na tabela 1 (adaptado, COI 2008).

Tabela 1- Limites impostos para a composi¢do em &4cidos gordos no azeite (adaptado, COI

2008).

Acidos Gordos Limite
(AG) (% do total de AG)
Miristico <0,05
Palmitico 7,5-20
Palmitoleico 0,3-3,5
Heptadecandico <0,03
Estedrico 0,5-5,0
Oleico 55,0 - 83,0
Linoleico 3,5-21
Linolénico <1,0
Araquidico <0,6
Eicosendico <04
Behénico <0,2
Lignocérico <0,2

2.1.1.1.2- Triacilglicerdis

Os 4cidos gordos estdo presentes no azeite maioritariamente na forma de triacilglicerdis
que sdo substincias com elevado teor energético e, que por essa razdo, atuam como
reserva energética. Do ponto de vista quimico, os triacilglicerdis consistem em trés
dcidos gordos esterificados com uma molécula de glicerol.

De uma forma geral, os triacilgliceréis que se encontram presentes no azeite em
quantidades significativas sdo: 1,2,3-trioleoilglicerol-OO0O (40-59%), rac-1,2-dioleoil-
3-palmitoilglicerol-OOP (12-20%), rac-1,2-dilinoleoil-3- oleoilglicerol-LLO (12,5-
20%), 1-palmitoil-2-oleoil-3-linoleoilglicerol-POL  (5,5-7%) e rac-1,2-dioleoil-3-



estearoilglicerol-OOS (3-7%) (Boskou, 1998; Pokorny e Parkanyiova, 2003; Garcia et
al., 2005). Para além dos triacilglicerdis, existem naturalmente nos azeites, em
quantidades vestigiais, mono e diacilglicerdis. Os monoglicerdis representam menos de
0,25% enquanto que os diacilglicerdis oscilam entre 1 e 2,5%, sendo constituidos
fundamentalmente por dcidos gordos cujas cadeias hidrocarbonadas apresentam um

total de 34 e 36 dtomos de carbono (Cunha, 2007).

2.1.1.1.3- Fosfolipidos

Os fosfolipidos encontram-se presentes na fracdo saponificdvel do azeite. A estrutura

deste tipo de compostos encontra-se representada esquematicamente na figura 3.

T O—é—CH.CH‘ CH CH,CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH,
H
Gilicerol GCiGo goirao

Figura 3- Representagdo esquemadtica de uma molécula de fosfolipido.

Nos azeites, estes compostos encontram-se presentes em teores entre 40 e 135 ug/g.
Entre as substincias identificadas destacam-se a fosfatidilcolina (lecitina), a

fosfatidiletanolamina, o fosfatidilinositol e a fosfatidilserina (Boskou, 1998).

2.1.1.2. Fracao insaponificavel

A frac@o insaponificdavel, considerada como minoritdria, divide-se fundamentalmente
em dois grupos, um deles que inclui as substancias que derivam dos dcidos gordos, tais
como as ceras e os derivados de esterdis e outro grupo que engloba as substancias que
do ponto de vista quimico se diferenciam dos acidos gordos, dos quais se destacam os
hidrocarbonetos, os dlcoois aliféticos, os fitoesterdis, os tocoferdis, os carotendides, os

pigmentos, os compostos fendlicos e os compostos volateis.



Apesar dos componentes desta fracdo se encontrarem presentes em quantidades
consideradas vestigiais sdo responsdveis pelo elevado valor bioldgico e nutricional do
azeite assim como pelas suas caracteristicas organoléticas e pela sua resisténcia a
oxidacdo. Alguns destes compostos sdo considerados muito importantes ao nivel do

controlo de qualidade do azeite.

Ceras

Estes compostos derivam da esterificacdo de alcoois gordos com &cidos gordos e
caracterizam-se por serem lipossoliveis a altas temperaturas e por recristalizarem
quando submetidos a temperaturas baixas. A sua presenca pode contribuir para o
aparecimento de turbidez no azeite quando este é arrefecido. As principais ceras
detetadas no azeite sdo ésteres em C-36, C-38, C-40, C-42, C-44 ¢ C-46 (Boskou,
1998). Segundo o Regulamento CE N° 702/2007, a concentra¢do em cera no azeite nao

deverd ultrapassar 350 mg/Kg azeite. Contudo, o limite miximo de teor em ceras

decresce para 250 mg/Kg nos azeites virgem extra.

Alcoois alifaticos e diterpénicos

Os principais dalcoois alifdticos presentes nos azeites sdo: docosanol, tetracosanol,
hexacosanol e octacosanol. Podem ainda encontrar-se outros dalcoois, tais como o
tricosanol, o pentacosanol e o heptacosanol embora estejam presentes em quantidades

vestigiais (Boskou, 1998).

Os dlcoois terpénicos identificados no azeite foram o eritrodiol e o uvaol, cujas
estruturas quimicas se encontram representadas na figura 4. Em termos quantitativos, o
teor total destes dois compostos deverd ser inferior a 4,5% do total de esterdis (COI

2008).



Figura 4- Principais dlcoois terpénicos existentes no azeite.

Relativamente aos dlcoois diterpénicos, os compostos mais abundantes no azeite

pertencente a esta classe sao o fitol e geranilgeraniol.

Hidrocarbonetos

Outro grupo de compostos que constituem a fracdo insaponificivel do azeite sdo os
hidrocarbonetos, os quais representam 32 - 50% desta matéria. De entre os
hidrocarbonetos presentes, o esqualeno (Fig. 5) apresenta um teor bastante significativo
podendo ser considerado o principal constituinte da matéria insaponificivel. Este
composto € o produto intermédio da biossintese dos esterdis e precursor dos triterpenos

e dos fitosterdis (Boskou, 1998).

S

Figura 5- Estrutura quimica do esqualeno.

Clorofilas e carotenoides

Na classe dos pigmentos, as clorofilas a e b e as feofitinas a e b sdo responsdveis pela
coloracdo que o azeite apresenta, sendo que a feofitina a é o pigmento predominante
representando, nalguns azeites, 70 - 80% do total desta classe de compostos.
Relativamente aos seus teores nos azeites, estes encontram-se compreendidos no

intervalo de 1 a 20 pg/g.
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Os principais carotendides dos azeites sdo a luteina e o P-caroteno, podendo ainda
encontrar-se a violaxantina e a neoxantina (Fig. 6). A luteina € considerada a
componente maioritiria da fra¢do carotendide do azeite. O teor destes compostos
depende de diversos fatores, nomeadamente das caracteristicas ecoldgicas da cultura e
do manuseamento da azeitona, desde a apanha até a obtencdo do azeite (Boskou, 1998;

Maia, 2007).

luteina

Figura 6- Principais carotendides presentes no azeite.

Compostos fendlicos

Os compostos que pertencem a classe dos compostos fendlicos apresentam uma
estrutura aromadtica cuja unidade bdsica é o fenol. Nesta vasta familia encontram-se
incluidas diversas classes de compostos, das quais se destacam: os acidos e dlcoois
fendlicos, os secoiridoides e seus derivados, os lignanos e os flavondides, como

ilustrado na figura 7 (Boskou, 2009).
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Figura 7- Alguns exemplos de compostos fendlicos presentes no azeite.

De entre as substincias fendlicas identificadas no azeite virgem destacam-se os dcidos
fendlicos (dcido gélico, dcido cumadrico, 4cido vanilico, dcido cafeico, dcido cinadmico e
acido elendlico), os dlcoois fendlicos (tirosol e hidroxitirosol), os secoiridéides
(oleuropeina e ligstroside) e os seus derivados resultantes da sua hidrélise durante o
esmagamento da azeitona (3,4-DHPEA-EDA, p- HPEA-EDA e 3,4- DHPEA-EA),

como esquematizado na figura 7.

Em termos organoléticos, os compostos fendlicos contribuem para o sabor, aroma e cor
dos alimentos vegetais. A concentracdo em compostos fendlicos no azeite varia entre 50
a 1000 mg/Kg, sendo os valores usuais se situam entre 100 e 300 mg/Kg (expressos em
dcido cafeico). Contudo, a fracdo fendlica do azeite apresenta um certo caricter
heterogéneo sendo que esta é influenciada por diversos fatores, nomeadamente a
variedade, as condi¢Ges geogréficas, as praticas agricolas, a maturagdo da azeitona
aquando da colheita assim como outros processos envolvidos na producdo do azeite, tais

como o tipo de moenda e as condi¢cdes de armazenamento (Boskou, 1998).
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Fitosterois

Os esterdis vegetais designados por fitoesterdis sdo dlcoois gordos, neutros e ciclicos,
apresentam um cardcter lipofilico e um grupo hidroxilo na posicdo C3 e derivam do
nicleo fundamental do ciclopentanoperidrofenantreno (Ci7Hjzs), como ilustrado na

figura 8.

Figura 8- Estrutura molecular geral dos esterdis.

Os diversos fitosterdis da natureza diferem no nimero e posi¢cdes das duplas ligacdes e

na natureza da cadeia lateral.

No azeite, os principais fitosteréis sdo o B-sitosterol, o A’-avenasterol e o campesterol
(Fig. 9). Em pequenas quantidades podem ainda encontrar-se o colesterol, o
estigmasterol, o clerosterol, o A’-estigmastenol, o A’-avenasterol, o B-sitostanol, o A’-
campesterol, o A’ ’23—estigmastadienol, o AV estigmastadienol e o 24-metil-colesterol

(Boskou, 1998).

[i-sitosterol A5- avenasterol

Campesterol

Figura 9- Principais fitosterdis presentes no azeite.
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Estudos realizados sobre a composi¢do quimica da frag@o esterdlica revelaram que o -
sitosterol representa cerca de 75 a 90% da fracdo total de esterdis presentes no azeite
enquanto o A’-avenasterol pode variar entre 5 e 20% e o campesterol pode oscilar entre

1 e 4% (Boskou, 1998).

De acordo com o COI, o teor total de esterdis deve ser superior a 1000 mg/Kg de azeite.
No entanto, existem limites estabelecidos para cada um dos componentes da fracdo

esterdlica, como indicado na tabela 2.

Tabela 2- Limites impostos para os diversos compostos que constituem a fragdo esterdlica.

L. Limites
Esterois
(% do total de esterdois)
Colesterol <0,5
Brassicasterol <0,1*
Campesterol <40
Estigmaesterol < Campesterol
A-T7-estigmastenol <0,5
[-sitosterol +
A-5-avenasterol +
A-5,23-estigmastadienol + >93,0

Clerosterol + Sitostanol +

A-5,24-estigmastadienol

* O limite aumenta para 0,2% no caso dos 6leos de bagaco de azeitona.

Tal como referido para outros componentes minoritarios, o teor de fitosterdis no azeite
constitui uma ferramenta 1til na avaliacdo da qualidade e da autenticidade deste produto

(Montealegre et al., 2010).

Tocoferois e tocotrienois

Os tocoferdis constituem outra das classes de componentes minoritarios que, apesar de
estarem presentes em quantidades vestigiais, estudos recentes revelaram o seu
importante papel bioldgico como antioxidantes. Esta propriedade bioldgica encontra-se
diretamente relacionada com a estabilidade dos azeites. Os tocoferdis e tocotriendis
podem ser considerados como precursores da vitamina E. Em termos estruturais, os

tocotriendis distinguem-se dos tocoferdis pela presenca de trés insatura¢des na cadeia
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lateral. Para estes compostos € possivel a ocorréncia de diversos isomeros devido a
presenca de 3 centros quirais na sua cadeia lateral. Assim, na natureza existem quatro
tocoferdis e quatro tocotriendis, em ambos os casos designados por o-, B-, ¥- € -, 0s
quais diferem entre si pelo nimero e posi¢do dos grupos metilo no anel aromatico,

como representado na figura 10 (Boskou, 2009).
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Figura 10- Estruturas quimicas dos isémeros do tocoferol e tocotrienol existentes na natureza.

Em termos quantitativos, no azeite o o-tocoferol representa aproximadamente 90-95%
do teor de tocoferdis totais; os isomeros B-, y- encontram-se abaixo dos 10%; e o
isémero O - em propor¢des ainda mais baixas. Relativamente aos tocotriendis, no azeite

sdo raros os estudos que revelaram a presencga destes compostos na composi¢do quimica

deste produto (Boskou, 2009).

O facto do teor de tocoferdis variar com a variedade e com a localizacdo geografica das
azeitonas justifica o facto de diversos estudos apresentarem uma ampla gama de

concentragdes para este tipo de compostos.

A titulo exemplificativo, um estudo realizado em Portugal com azeites monovarietais
(Cvs. Cobrancosa, Madural e Verdeal Transmontana), obtidos de azeitonas em
diferentes estados de maturacdo, revelou concentragdes de tocoferdis totais (somatdrio
dos valores de a-, B-, y- tocoferdis) de 205, 163 e 131 pg/g, respetivamente (Pereira et
al., 2002).

A determina¢do do teor de tocoferdis e tocotriendis em amostras de azeite é sugerido
por alguns autores como sendo um pardmetro importante para detetar a eventual

adulteracdo do azeite com 6leos vegetais (Frankel 2010; Chen et al., 2011).
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Compostos volateis

A presenca de compostos volateis no azeite é influenciada por diversos fatores, dos
quais se destacam: os fatores geogréficos, a variedade da azeitona e o seu grau de
maturacido aquando da colheita, assim como o método e as condi¢cdes de processamento

do azeite (Aparicio e Harwood, 2000; Kalua et al., 2007).

Os compostos volateis sdo percecionados pelo consumidor pois, dada a sua relativa
volatilidade a temperatura ambiente, quando estes chegam ao epitélio olfactivo ligam-se

aos receptores olfactivos originando a sensag@o aromaética (Kalua et al., 2007).

O aroma do azeite advém da presenca de uma enorme variedade de compostos
quimicos, nomeadamente aldeidos, cetonas, ésteres, dlcoois, hidrocarbonetos e furanos.
Esses aromas poderdo ser positivos, denominados como agraddveis, ou negativos
designados vulgarmente por defeitos. A intervencdo das enzimas enddgenas das plantas,
nomeadamente a lipoxigenase, é responsavel pelos aromas positivos percecionados. Por
outro lado, a oxidagdo quimica assim como as enzimas exdgenas, normalmente
provenientes da atividade microbiana sdo responsaveis pelos defeitos sensoriais (Kalua

et al, 2007).

Apesar de os compostos volateis, quando estdo presentes em concentragdes abaixo do
seu limite de percecdo olfativa, ndo contribuirem diretamente para o aroma, a
compreensdo dos processos envolvidos na formacio e decomposi¢do dos compostos
voléteis importantes para o aroma poderd tornar-se Uutil na avaliagdo da qualidade.
Contudo, é de salientar que os compostos voldteis que se encontram presentes em
concentragdes mais elevadas poderdo ndo ser os que representam uma maior

contribuicdo para o aroma do azeite (Kalua et al., 2007).

No que diz respeito a formag¢do dos compostos voldteis, estas substdncias ndo sdo
formadas em quantidades aprecidveis durante a fase de crescimento da azeitona
surgindo, posteriormente, em maior concentracdo, durante a fase de amadurecimento.
Assim, o azeite extraido na fase do amadurecimento é de elevada qualidade e,
particularmente rico em compostos volateis e aromaticos, os quais estdo diretamente

relacionados com o aroma do azeite.

Concretamente, a formacdo destes compostos ocorre maioritariamente por agio

enzimdtica, quando os tecidos constituintes da azeitona sofrem rutura levando a
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libertacdo das enzimas, maioritariamente na etapa da moenda (esmagamento da
azeitona) e termobatedura (Kalua et al., 2007). Este processo enzimdtico, que se
encontra ilustrado esquematicamente na figura 11, inicia-se por acdo das enzimas
lipoxigenase e hidroperoxidoliase que promovem a oxidacdo e a quebra das duplas
ligacdes presentes nos dacidos gordos polinsaturados a aldeidos, os quais sdo
subsequentemente reduzidos a dlcoois pela dlcool desidrogenase e, em seguida, os
alcoois reduzidos a ésteres pela dlcool acetil transferase (Angerosa et al., 2004; Gomes

da Silva et al., 2011).

AiGe

Figura 11 - Biossintese dos compostos do aroma: via da lipoxigenase (adaptado de Angerosa et

al., 2004).

Como ilustrado na figura 11, a quebra enzimética dos acidos linoleico e linolénico leva
a formacgdo de aldeidos Cg e, que posteriormente, originam alcoois Cg e ésteres Cg
(Sanchez-Ortiz et al., 2008). A produgdo deste tipo de compostos por agdo da
lipoxigenase contribui significativamente para o aroma do azeite. Os compostos volateis
podem ser adicionalmente obtidos por outras vias, tais como a conversio dos
aminodcidos, a fermentacdo dos acucares, a autoxidagdo e o metabolismo dos
aminodcidos. Contudo, os trés primeiros fendmenos descritos anteriormente encontram-
se intimamente relacionados com a presenca de “off-flavours” no azeite (Kalua et al,

2007).
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Num estudo realizado por Angerosa et al. (1999) é demonstrada a relevancia dos
compostos Cs na fragdo voldtil do azeite, os quais sdo produzidos por um ramo
adicional da via da lipoxigenase, como evidenciado na figura 11. Neste processo, os
compostos Cs podem dimerizar, dando origem a hidrocarbonetos insaturados isoméricos
Cio (dimeros de penteno) ou ligar-se a um radical hidroxilo presente no meio,
produzindo 4lcoois Cs, que podem ser oxidados aos compostos carbonilos

correspondentes (Angerosa et al., 2004).

2.1.2. Qualidade do azeite

Em termos genéricos, a qualidade de um produto pode ser definida pelo conjunto de
caracteristicas intrinsecas, as quais permitirdo a sua diferenciacio como melhor ou pior
comparativamente com outros produtos do mesmo tipo (Granados, 2000). Assim, a
garantia de qualidade de um dado produto reveste-se da maior importancia pois pode ser
considerado como um fator fundamental para o aumento da confianca por parte do

consumidor e consequente fideliza¢do no consumo de determinado produto.

Em particular para o azeite, a sua qualidade é um aspeto complexo do ponto de vista
comercial uma vez que deverd ser tida em conta a vertente nutricional assim como a
organolética. No que respeita ao valor nutricional, a presenga de elevados teores de
dcido oleico assim como de outros componentes minoritarios referidos anteriormente
representa uma significativa contribui¢do para as propriedades bioldgicas do azeite,
enquanto que, os compostos voldteis, também referidos anteriormente como
componentes da fracdo insaponificdvel e presentes em concentragdes diminutas, sdo os
que apresentam uma maior contribui¢c@o para o cheiro e flavour Unicos que o azeite nos

proporciona.

O reconhecido valor nutritivo do azeite aliado as marcantes propriedades organoléticas
conduziu ao aumento do seu consumo nas regides mediterranicas assim como a sua
expansdo a outras regides do mundo, tendo como consequéncia o progressivo aumento
do cultivo de oliveiras fora da regido tradicional de producdo (drea mediterranica).
Contudo, é de salientar que a adaptabilidade das variedades, as diferentes condi¢des
climaticas e as praticas agricolas podem também alterar a composi¢do quimica do azeite

e, inevitavelmente, a sua qualidade (Kalua et al, 2007).
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Assim, a qualidade deste produto de elevado valor econdmico encontra-se dependente
de vérios fatores que englobam quer o processo de produgdo quer o do armazenamento.
Em concreto, o estabelecimento de normas comerciais e alimentares que garantam ao
consumidor um produto de qualidade revestem-se de uma importancia crucial para
assegurar a “qualidade alimentar” deste tipo de produto. Assim, o conhecimento das
propriedades fisico-quimicas e organoléticas do produto e dos pardmetros que

determinam as suas caracteristicas sdo fundamentais para avaliar a sua qualidade.

Deste modo, foram definidos como parametros quimicos da qualidade para os azeites,
as seguintes determinagdes: o grau de acidez, o indice de per6xidos e a absorvancia no
ultravioleta. A andlise sensorial é outro dos parametros a considerar na avaliacdo da

qualidade do azeite.

Grau de acidez

O grau de acidez é a medida da quantidade de 4cidos gordos livres, expressa em acido
oleico. Os 4cidos gordos livres resultam de uma reacdo de hidrélise, pelo que esta
determina¢do permite avaliar se o azeite esteve em contacto com a dgua durante o
processo de fabrico. Apesar de este pardmetro ser considerado um indicador da frescura
do azeite, quanto mais elevada for a acidez, maior serd a presenca de ranco e a
deterioracdo do azeite (Custodio, 2009). A partir de certos limites (até 2%), o azeite
pode deixar de estar apto para consumo e terd que sofrer processos quimicos (refinago)
pelo que este parametro, quando presente em teores considerdveis, pode ser considerado

como um fator negativo (Granados, 2000).

De acordo com a legislacdo vigente (Regulamento (CE) n° 865/2004 do Conselho de 29
de Abril de 2004, anexo I), o azeite pode ser classificado da seguinte forma atendendo

ao processo de extracdo e aos teores em acidez livre:

Azeites Virgens: Azeites obtidos a partir do fruto da oliveira unicamente por processos
mecanicos ou outros processos fisicos, em condi¢cdes que ndo alterem o azeite e que ndo
tenham sofrido outros tratamentos além da lavagem, da decantacdo, da centrifugacgio e
da filtracdo, com exclusao dos azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de acdo
quimica ou bioquimica ou por processos de reesterificacdo e qualquer mistura com

6leos de outra natureza.
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Os azeites virgens, de acordo com a sua qualidade sdo classificados e denominados do
seguinte modo:

a) Azeite virgem extra: Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em écido oleico,
ndo superior a 0,8 g por 100 g.

b) Azeite virgem: Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em dcido oleico, ndo
superior a 2 g por 100 g.

c) Azeite lampante: Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em dcido oleico,

superior a 2 g por 100 g.

Azeite refinado: Azeite obtido por refinacdo de azeite virgem, com uma acidez livre

expressa em acido oleico néo superior a 0,3 g por 100 g.

Azeite: composto por azeite refinado e azeite virgem - Azeite obtido por loteamento de
azeite refinado e de azeite virgem, com exclusdo do azeite lampante, com uma acidez

livre, expressa em dcido oleico, ndo superior a 1 g por 100 g.

Indice de peréxidos

O indice de peréxidos (IP) mede o estado de oxidagd@o inicial do azeite indicando
também, a deterioracdo que podem ter sofrido certos componentes de interesse
nutricional, como a vitamina E. O seu limite de consumo corresponde a 20 meq Oy/kg

de azeite (Granados, 2000).

Indices espectrofotométricos

A absorvancia no ultravioleta utiliza-se para detetar os compostos oxidados anormais
num azeite virgem (Granados, 2000). Os valores dos coeficientes especificos K70, Ko3z
e AK sio utilizados para avaliar a autenticidade e a qualidade do azeite, sendo o Ky 0
coeficiente de extin¢do especifica a 270 nm e o K»3; o coeficiente de extingdo especifica

a 232 nm (Kiritsakis, 1992; Boskou, 1998).

Os hidroperdxidos conjugados absorvem a 232 nm, enquanto os produtos da oxidacdo
secunddria (aldeidos e cetonas), absorvem a outros comprimentos de onda (262, 268,
270 e 274 nm). Os dienos e trienos conjugados, formados durante o processo de
refinagdo, também absorvem a 270 nm, ou seja, valores baixos destes coeficientes

especificos correspondem a um azeite de boa qualidade (Kiritsakis, 1992).
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Na tabela 3, encontram-se sumarizados os parametros quimicos da qualidade e de que

forma os seus teores influenciam a classifica¢do dos azeites.

Tabela 3 - Classificagdo do azeite com base nos parametros quimicos da qualidade.

Acidez Indice de peroxidos K,z K37 AK
(%) (mEq O/Kg)

Categoria do Azeite

Azeite virgem extra <0,8 <20 <250 <0,22 <0,01

Azeite virgem <20 <20 <2,60 <025 <0,01
Azeite lampante >2,0 - - - -

Azeite refinado <03 <5 - <1,10 <£0,16

Azeite constituido por azeites <10 <15 ) <090 <0.15

refinados e azeites virgens

Oleo de bagaco bruto - - - - -

Oleo de bagaco de azeitona refinado  <0,3 <5 - <2,00 <0,20

Oleo de bagaco de azeitona <10 <15 < <1,70 <0,18

Fonte: Adaptado do Regulamento (CE) n°1989/2003 da comissao de 6 de Novembro de 2003

Analise sensorial

A andlise sensorial do azeite é efetuada por um painel de provadores treinados para esse
efeito de modo a avaliar as suas caracteristicas organoléticas, tais como o aroma, 0
sabor, 0 aspeto ou a cor. No caso dessas sensacdes percecionadas pelos sentidos serem
agraddveis sdo denominadas por atributos, pelo contrdrio, sio denominados por defeitos
as sensacOes desagraddveis. Enquanto os primeiros sdo influenciados pela variedade e
estado de maturacdo da azeitona, os segundos encontram-se relacionados com o mau
estado de conservacdo da azeitona ou com as inadequadas condi¢des de processamento

e armazenamento (Custddio, 2009).

Porém, a andlise sensorial requer um periodo de treino demorado e dispendioso dos
membros do painel de provadores de modo a nivelar as diferentes sensibilidades de cada

membro (Vichi et al, 2003).

No que respeita ao azeite, as principais caracteristicas sensoriais sdo o frutado de
azeitona ou de outros frutos maduros, o verde de folha ou erva, o amargo, o picante e o
doce. Relativamente ao aspeto deverd ser observada a sua limpidez, a temperatura
ambiente, e a presenga ou a auséncia de depdsito, assim como a sua coloracio (Gouveia,

1995).
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Alguns estudos revelaram que as caracteristicas naturais que diferenciam os varios
azeites do ponto de vista organolético dependem de fatores agronémicos, tais como a
variedade da azeitona, as préticas culturais utilizadas, o solo e o clima (Gouveia, 1995;
Kiritsakis, 1992). As caracteristicas organoléticas do azeite sdo ainda influenciadas por
diversos fatores relacionados com a colheita (procedimento de colheita e estado de
maturacdo da azeitona), com a moenda e o modo de extragcdo do azeite, com as medidas
higiénicas e sanitdrias adotadas ao longo de todo o processo e, ainda, com as condi¢des

de embalagem e armazenamento (Gouveia, 1995; Kiritsakis, 1992).

2.1.3. Reacoes de degradacio do azeite

Os dois fendmenos quimicos que conduzem & deterioracdo do azeite sdo a hidrdlise, que
no caso especifico do azeite € designada por lipdlise e a oxidagcdo. Enquanto a lipdlise
ocorre ainda ao nivel do fruto (azeitona), a oxidacdo apresenta uma maior expressiao
durante a fase da extracio e do armazenamento (Kiritsakis, 1992).

As reacdes de degradacdo do azeite anteriormente referidas provocam alteracdes na
composicdo quimica deste tipo de produto pelo que as suas caracteristicas sensoriais e
propriedades nutritivas sofrem também modificacdes que poderdo ser relativamente
significativas. O ran¢o surge como um principais fendmenos associados a deterioracéo
do azeite (Santos, 2009).

A lipdlise é uma reacdo de hidrélise dos triacilglicer6is que conduz a libertagdo de
dcidos gordos livres, sendo responsavel pelo aumento do grau de acidez do azeite. Os
principais fatores que promovem estas reagdes de hidrélise sdo a humidade e a

temperatura (Kiritsakis, 1992; Gouveia, 1995).

Existem dois tipos de lip6lise, a microbiana que tal como o nome indica é promovida
por microrganismos (leveduras, fungos, bactérias) presentes nas azeitonas e a
enzimdtica que é conduzida pelas enzimas naturais da azeitona - as lipases (Kiritsakis,

1992).

O fenémeno de deterioracdo oxidativa ocorre quando o azeite entra em contacto com o
oxigénio, apesar de existirem substincias presentes no tecido celular da planta que
podem retardar a oxidacdo, denominados por antioxidantes. Em concreto, durante este

processo ocorre uma reagdo entre os dcidos gordos insaturados, presentes no azeite € o
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oxigénio pelo que a oxidagdo do azeite conduz a diminuicdo dos teores dos acidos

linoleico e linolénico e algumas vitaminas lipossoliveis (Aparicio e Harwood, 2003)

Segundo Velasco e Dobarganes (2002), a composi¢ao em 4cidos gordos do azeite em
que existe um elevado ricio entre os dcidos gordos monoinsaturados e polinsaturados
aliada ao facto de existirem uma grande variedade de componentes minoritirios com
propriedades antioxidantes (p. ex: polifendis, tocoferdis e carotendides) contribui de
forma muito significativa para a resisténcia a deterioracdo oxidativa que o azeite

apresenta.
Em suma, o processo de oxidacdo do azeite é favorecido por diversos fatores, tais como:

- contacto com o oxigénio — inicialmente o processo € lento devido a presenca de
antioxidantes mas quando atingido um determinado nivel de peréxidos a velocidade da
reacdo acelera e surge o cheiro a rango;

- temperatura - acelera a oxidacdo favorecendo a formacao de perdxidos e, posterior,
decomposicdo em aldeidos e cetonas;

- luz - favorece a reacdo do azeite com o oxigénio;

- presenca de metais - produzem um efeito catalizador da auto-oxidagdo, apesar de
estarem presentes em quantidades diminutas, conferindo ao azeite um sabor metalico

(Villalta, 1999).

De uma forma geral, o mecanismo da auto-oxidacdo envolve trés etapas distintas:
iniciacdo, propagacio e finalizagdo ou término (Ramalho et al., 2006), que englobam
fundamentalmente reagdes radicalares. O processo global encontra-se representado

esquematicamente na figura 12.
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Iniciacio RH — R'+H

Propagagio R*+0, — ROO"

ROO*+RH — ROOH + R'

Término ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO'+ROO" —> ROOR+0, b pon o

R°+R* — RR

Figura 12 - Representacdo geral do mecanismo da oxidagdo lipidica, onde RH- dcido gordo
insaturado, R - radical livre, ROO® - radical peré6xido e ROOH- hidroperéxido (Ramalho et al.,
2006).

Por observacao da figura 12, na fase da iniciacio ocorre a formagdo de radicais livres do
dcido gordo (R'), a qual é favorecida por fatores como a luz e o calor. Na etapa
subsequente, estes radicais livres que sdo muito reativos em presenga do oxigénio
atmosférico sdo convertidos noutros radicais surgindo, nesta fase, os produtos de
oxidagdo primdrios (peréxidos ROO® e hidroperéxidos ROOH). E de salientar que os
radicais livres formados atuam como propagadores da reacdo. Por dltimo, a auto-
oxidacdo € finalizada com a ocorréncia de reagdes entre os diferentes radicais levando a
formacdo de produtos estdveis denominados por produtos secundirios da oxidacdo

(Ramalho et al., 2006).

Em suma, o processo de deterioracdo oxidativa pode seguir a via enzimatica (designado
por lipdlise) ou quimica sendo que, neste caso, as reagcdes podem ocorrer na auséncia ou
na presenca de luz, sendo denominadas por auto-oxidacdo e foto-oxidacdo,

respetivamente.

2.1.4. Condicoes de armazenamento do azeite

A garantia da qualidade do azeite é uma das maiores preocupacdes da indistria que
produz e comercializa este produto. Em particular, € crucial que se consiga preservar e
garantir os atributos do azeite durante o tempo que decorre desde a produgio e

embalagem até ao consumo (Caponio et al, 2005).
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Durante o armazenamento do azeite pode ocorrer um aumento de acidez devido

fundamentalmente a dois processos oxidativos - oxidacdo enzimdtica e auto-oxidacdo,

pelo que, se torna essencial tomar as devidas precaucdes para prevenir e evitar a sua

deterioracdo (Boskou, 1998).

Atendendo a que os azeites podem sofrer degradacdo durante o processo de

armazenamento € necessdrio ter em conta algumas caracteristicas que os depdsitos de

azeite deverdo possuir, dos quais se destacam (Fernandez (1991) e Aparicio e Harwood

(2003)):

Ser construido em materiais impermedveis ao azeite para que este nao penetre na
superficie do depdsito uma vez que esse fato dificultaria a sua limpeza,
favorecendo possiveis alteracdes. Idealmente, os depdsitos devem ser de aco
inoxidavel pois a utilizacdo de contentores de outros tipos de metais pode ter um
efeito negativo sobre algumas caracteristicas sensoriais do azeite, tais como o

aroma e o sabor (Villalta, 1999).

O material usado para a construcio dos depésitos deverd ser inerte, ou seja, nao
deve apresentar a menor reatividade quimica pois isso poderia introduzir
contaminag¢des no azeite, transferindo para este sabores e odores estranhos, bem

como substincias catalisadoras dos processos oxidativos;

Deve-se proteger o azeite da luz e do ar, fatores que conduzem a alteracdo do

produto;

O azeite deve ser mantido a uma temperatura relativamente constante, entre os
15 - 25°C, evitando alteragdes bruscas de temperatura levando a perda de aromas

e ocorréncia de oxidacoes.

z

Um outro aspeto a ter ainda em conta no armazenamento do azeite € a base dos

depdsitos, a qual deverd ser construida de forma a permitir a decantagdo das borras do

azeite que se vao acumulando no fundo dos contentores (Fernandez et al., 1991).
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O azeite é armazenado em depésitos no lagar, antes de se proceder ao seu
engarrafamento para ser depois comercializado. Nesta fase o azeite € filtrado e
posteriormente engarrafado, usualmente em garrafas de vidro. O material de embalagem
devera ser o mais indicado para proteger o azeite dos normais processos de oxidacao.
Assim, cada vez mais € possivel verificar a substituicdo das habituais garrafas de vidro
transparente por garrafas de vidro escuro, com o objetivo de proteger o azeite da luz
minimizando desta forma o eventual processo de degradacdo do azeite. Estudos recentes
tém sido desenvolvidos no sentido de avaliar a viabilidade de utilizar materiais
alternativos de embalagem (por exemplo PET), que permitam conservar as
caracteristicas do azeite até ao momento do seu consumo (Cecchi et al, 2010, Pristouri

et al, 2010).

Como referido anteriormente, um dos fenémenos que mais contribui para a degradacio
do azeite durante a etapa do armazenamento é a oxidacdo. Assim, dada a sua
importancia, esta reacdo de degradacdo deverd ser controlada pelo que se torna essencial
compreender os fatores externos que a afetam. De entre esses fatores destacam-se a
temperatura, a luz, a concentragdo de oxigénio e a presenca de metais uma vez que sio
aqueles que apresentam uma contribuicdo mais significativa na oxidacdo do azeite
(Kalua et al, 2007). Contudo, uma vez que no contexto do presente trabalho se pretende

estudar o efeito da exposicao do azeite a luz nos parametros quimicos da qualidade, este

aspeto serd focado em detalhe na revisdo descrita em seguida.

2.1.4.1. Influéncia da luz

Os azeites possuem na sua constituicdio compostos sensiveis a luz, denominados por
fotossensiveis, que se ativam quando expostos a este pardmetro. Quando o azeite é
exposto a luz pode ocorrer a formagdo de hidroperéxidos através de reagdes de foto-
oxidacdo ou de auto-oxidacdo fotolitica, sendo este fendmeno também observado
quando o azeite estd em contacto com o oxigénio (Aparicio e Harwood, 2003).

Em concreto, o efeito da luz € exercido através de compostos minoritdrios do azeite que
atuam como fotosensibilizadores, tais como clorofila, riboflavina que podem ser
eletronicamente excitados por absor¢do da energia luminosa de comprimento de onda
na faixa do visivel transferindo-a, em seguida, para a molécula de oxigénio (302)
produzindo o estado de singleto ('0,). Esta molécula reage diretamente com as ligagGes

duplas dos 4cidos gordos formando hidroperoxidos que, por posterior degradacdo,
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originam aldeidos, dlcoois e hidrocarbonetos (Ramalho et al., 2006; Kalua et al, 2007).
Assim, a protecdo do azeite da luz direta é essencial para assegurar a sua qualidade
(Pristouri, 2010). E de salientar que a exposi¢do dos azeites 4 luz ocorre com maior

significado durante a etapa da distribui¢do comercial.

Nos ultimos anos, a influéncia do pardmetro luz na qualidade dos azeites tem sido alvo
de diversos trabalhos de investiga¢do, os quais incidiram fundamentalmente no estudo
da variag@o dos parimetros quimicos da qualidade (Pagliarini et al., 2000; Gutiérrez et
al., 2002; Caponio et al., 2005; Kalua et al., 2006; Méndez et al., 2007; Vekiari et al.,
2007; Pristouri et al., 2010). Contudo, alguns desses estudos tém sido também
estendidos a determinagdo da variacdo dos teores de componentes minoritarios do
azeite, tais como tocoferdis, carotendides e clorofilas (Caponio et al., 2005; Del Caro et
al., 2006) assim como de compostos volateis e vitaminas (Messina et al., 2009). Os
estudos desenvolvidos por Caponio et al. (2005) e por Vekiari et al. (2007)
evidenciaram que o tempo de vida util dos azeites expostos a intensa luz artificial e luz
difusa € relativamente mais curta do que para os azeites armazenados no escuro. As
investigacdes de Torres et al. (2006) sobre o efeito da luz na composi¢ao quimica de
azeite virgem da variedade Arbequina incidiram ainda nas condicdes de
armazenamento, nomeadamente nos tipos de contentores utilizados para o

armazenamento.

Estudos ainda mais recentes desenvolvidos por Samaniego- Sanchez et al. (2012)
incidiram na alteracdo da composicdo quimica em azeites virgem extra da variedade
Picual face a diferentes condi¢des de armazenamento.

2.1.5. As variedades ‘Arbequina’, ‘Cobrancosa’ e ‘Picual’

2.1.5.1. ‘Arbequina’

A variedade ‘Arbequina’ € a mais importante da Catalunha sendo esta a sua principal

drea de cultivo, podendo também ser encontrada fora de Espanha, nomeadamente na

Argentina.

E uma variedade muito resistente ao frio, de vigor reduzido o que permite a sua

utilizacdo em olivais intensivos e superintensivos. E muito apreciada pela sua precoce
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entrada em producgdo, elevada produtividade, bom rendimento de gordura e excelente
qualidade do seu azeite. Segundo Granados (2000), esta variedade ¢ utilizada
principalmente para transformacdo em lagar pois apresenta distintas caracteristicas
organoléticas, sendo recomendado para o tempero de saladas e verduras, apesar da sua

baixa estabilidade.

2.1.5.2. ‘Cobrancosa’

E uma variedade Portuguesa utilizada para a producdo de azeite, sendo cultivada
sobretudo na zona de Tras-os-Montes, no entanto dadas as suas caracteristicas o seu

cultivo tem-se estendido a todo o pais.

Esta variedade que apresenta um porte médio, precisa de solos férteis, produz um azeite
de boa qualidade e tem um bom rendimento em gordura, cerca de 18 a 22%, a sua
produtividade € elevada e constante, sendo mais utilizada para a producdo de azeite e
pouco utilizada para conserva.

E muito apreciada pela sua facil adaptacdo a climas frios e resisténcia a clorose férrica

originada pelos solos com calcario, € suscetivel a seca e elevada salinidade.

2.1.5.3. ‘Picual’

E a variedade mais importante de Espanha, dominando as provincias de Jaén (97%),
Cérdoba (38%) e Granada (40%), sendo a base das novas plantagdes por todo o pais

(Barranco et al, 2008).

E muito apreciada pela sua precoce entrada em producio, a sua produtividade é elevada

e constante apresenta um elevado rendimento em gordura e facilidade de cultivo.

A apreciacdo do seu azeite é média, apesar de se destacar por um elevado nivel de

estabilidade, o que significa que apresenta resisténcia ao desenvolvimento de ranco.

E uma variedade ristica pela sua adaptagdo a diversas condi¢des de climas e de solos,
em particular a sua tolerincia ao frio, salinidade e excesso de humidade no solo.

Contudo, esta variedade € relativamente sensivel a seca e a terrenos calcarios.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste ensaio foram analisados tr€s azeites monovarietais, cujas variedades sdo
Arbequina, Cobrancosa e Picual, fornecidos pela herdade da Fonte dos Frades
localizada no concelho de Beja. As amostras estudadas foram colocadas em duas
diferentes condicdes de armazenamento: expostas a luz natural e no escuro durante um
periodo de oito meses e foram mantidas a temperatura ambiente. Foram utilizadas para
o armazenamento das amostras, garrafas de vidro transparente, para as amostras
armazenadas a luz e vidro escuro para as amostras armazenadas no escuro. As amostras
foram recolhidas individualmente para garrafas, por cada variedade e para cada tempo,
ficando desde o tempo inicial totalmente cheias por forma a minimizar o contato com o
oxigénio. As amostras expostas a luz ficaram no laboratério numa zona com
luminosidade mas sem sofrerem a incidéncia da luz direta, a luz a qual estiveram
sujeitas nao foi forcada pelo que durante a noite permaneceram no escuro. O ensaio
decorreu de Abril a Dezembro, ao longo deste periodo foram recolhidas amostras de
dois em dois meses e determinados os seguintes pardmetros quimicos da qualidade:
acidez, polifendis totais, indice de perdxidos, indices espectrofotométricos, ésteres
metilicos dos dcidos gordos e tocoferdis. Todas as amostras foram analisadas em

duplicado.

3.1. Métodos analiticos
3.1.1. Acidez

A acidez mede a percentagem de &4cidos gordos que estdo livres da estrutura dos
triacilglicerdis, expressa em % de 4cido oleico. Assim, a determinagdo da acidez baseia-
se na neutralizacdo dos dcidos gordos livres presentes nas amostras de azeite em estudo
mediante titulacdo com uma solugdo aquosa de hidréxido de sédio cuja concentragéo é
rigorosamente conhecida. (Regulamento (CE) n° 2568/91, anexo II)

Experimentalmente, para a determinacdo deste pardmetro quimico da qualidade

procedeu-se da seguinte forma:

Pesou-se 10 g da amostra de azeite num baldo erlenmeyer e, em seguida, adicionou-se
60 ml de uma mistura éter/etanol (1:1, (v/v)) previamente neutralizada com uma solucdo
aquosa de hidréxido de sédio (NaOH) de concentracdo 0,IN em presenca de

fenoftaleina (indicador). Posteriormente titulou-se, com agitacdo, com uma solucdo

29



aquosa de NaOH 0,1N, na presenca de fenolftaleina, até que a coloracdo do titulado

mude de incolor para carmim.

O valor da acidez (expresso em % de dcido oleico) € calculado através da seguinte

expressao:

°Ac =V x 282

em que:
°Ac — grau de acidez, expressa em % de 4cido oleico

V — volume da solucdo de hidréxido de sédio (0,1N) gasto na titulacdo, em mL
m — massa de azeite, em gramas

2,28 — fator resultante da massa molecular do acido oleico

3.1.2. Polifendis totais

A determinag@o dos polifendis totais foi efetuada por espectrofotometria de UV-Vis
(Caponio et al, 2005). A aplicagdo desta metodologia implica uma etapa prévia de
preparagdo de amostra que envolve a extragdo dos compostos fendlicos presentes nas

amostras de azeite em estudo, cujo procedimento experimental se indica em seguida:

Pesou-se rigorosamente 10,000 g da amostra de azeite e dissolveu-se em 25 mL de n-
hexano. De seguida transferiu-se a mistura anterior para uma ampola de decantacio de
100 mL, fizeram-se trés extragdes liquido-liquido consecutivas, utilizando-se para cada
uma delas 10 mL de uma mistura de metanol/dgua (6:4 (v/v). Os trés extratos fendlicos
foram recolhidos para um baldo de 50 mL, e completou-se o seu volume com &agua

destilada.

Posteriormente, num baldo volumétrico de 25 mL colocou-se 14 mL de dgua destilada,
5 mL do extrato fendlico (obtido anteriormente) e 1,25 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu. Agitou-se energeticamente e colocou-se, de seguida, no escuro durante trés
minutos. Ao fim desse tempo, adicionou-se ao baldo volumétrico 4 mL de uma solugdo
de carbonato de sédio (NaxCO4) a 20%, previamente preparada, completando-se o
restante volume com &dgua destilada. Agitou-se a mistura e colocou-se novamente no

escuro durante 1 hora.
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Apés esse tempo, transferiu-se parte do conteido do baldo de 25 mL para tubos de
centrifuga, de forma a efetuar-se a centrifugacdo da solugdo, eliminando-se deste modo,
particulas em suspensdo que muitas vezes sdo responsdveis por interferéncias
indesejdveis na determinacdo espectrofotométrica. Em seguida, uma aliquota da solucéo
centrifugada foi colocada numa célula espectrofotométrica, procedendo-se a respetiva

leitura da absorvancia no espectrofotometro ao comprimento de onda de 725 nm.

O resultado do teor de polifendis totais (expresso em mg/kg) nas amostras em estudo

pode ser calculado através da seguinte expressao:

Polifendis totais = (8,53993721 x leitura — 0,24765388) x 10 x 25

massa da amostra

3.1.3. Indice de peréxidos

O indice de perdxidos define-se pela quantidade de oxigénio ativo, expressa em

miliequivalentes de O,, contida num quilograma de gordura ou 6leo.

A determinag¢do do indice de peréxidos baseia-se na oxidacdo do iodeto de potdssio, em
meio acético, pelo oxigénio ativo de uma massa de azeite, de acordo com o

procedimento experimental referido no Regulamento (CE) n® 2568/91, anexo III.

Para a determinacdo deste pardmetro quimico da qualidade procedeu-se da seguinte

forma:

Pesou-se 2 g de amostra de azeite para um baldo erlenmeyer com tampa, adicionou-se
10 mL de cloroférmio e, agitou-se a mistura de modo a facilitar a dissolugdo do azeite.
Adicionou-se, a mistura anterior, 15 mL de &4cido acético glacial e seguidamente
adicionou-se 1 mL de uma solucdo saturada de iodeto de potassio, tapou-se
rapidamente, agitou-se durante um minuto e colocou-se a mistura na auséncia de luz

durante 15 minutos a uma temperatura de 15 a 20°C.

Decorrido esse tempo, adicionou-se 75 mL de dgua destilada e, de seguida, o iodo livre
presente em solucdo é titulado por uma solugdo aquosa de tiossulfato de s6dio com
concentracdo rigorosamente conhecida, na presenca de 2 mL de uma solucdo de

cozimento de amido a 1%, como indicador.

O indice de peréxidos, € obtido por aplicagdo da seguinte expressao:
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I.P. =V x N x 1000
m

L.P. — indice de perdxidos expresso em miliequivalentes de oxigénio ativo por kg de

azeite (meq O,/Kg azeite)
V — volume de solucao de tiossulfato de sédio utilizada (em mL)
N — normalidade exata da soluc@o de tiossulfato de sddio utilizada

m — massa, em gramas, da toma da amostra de azeite

3.1.4. Indices espectrofotométricos

Apesar do azeite ser considerado extremamente resistente a oxidagio devido aos baixos
teores em dcidos gordos polinsaturados e a presenca de antioxidantes naturais,
nomeadamente o~ tocoferol e alguns compostos fendlicos € suscetivel a oxidacdo pelo
que a determinacdo do indice espectrofotométrico é um parametro importante dado que
permite avaliar a presenga de produtos primdrios e secunddrios de oxidacdo, os quais

alteram a qualidade do azeite.

A degradagdo do azeite ocorre através de uma cascata de reacdes
bioquimicas/enziméticas que se iniciam com a decomposicdo dos Aacidos gordos
insaturados e que originam a formacdo de hidroperdxidos. A instabilidade inerente a
estes compostos conduz a formacdo de outros compostos quimicos resultantes da
oxidacdo secunddria (aldeidos e cetonas) e de sistemas conjugados (dienos e trienos).
Os hidroperdxidos absorvem ao comprimento de onda de 232 nm, enquanto que os
aldeidos e cetonas absorvem aos comprimentos de onda de 262, 268, 270 e 274 nm. Os

dienos e trienos conjugados absorvem ao comprimento de onda de 270 nm.

Na pratica, este método consiste na determinacdo, utilizando a espectrofotometria de
UV-Vis, de trés pardmetros experimentais denominados como coeficientes de extin¢do
a um dado comprimento de onda (Kj3,, Ka70 € AK). Os coeficientes K3, e K79 estdo
relacionados com a presenga de dienos e trienos conjugados, respectivamente. Contudo,
os produtos resultantes da oxidag¢do secundéria (p. ex: aldeidos, cetonas) contribuem
para o coeficiente Ky79. Experimentalmente, esta determinagcdo envolve a dissolugdo da

amostra de azeite num solvente adequado (neste caso iso-octano), seguida da leitura da
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absorvancia destas solugdes a determinados comprimentos de onda, o que permite

calcular os respetivos coeficientes de extincao.

O procedimento experimental para a determinag@o dos indices espectrofotométricos foi

baseado no Regulamento (CE) n® 2568/91, anexo IX, tendo sido o seguinte:

Pesou-se 0,1 g de amostra de azeite num baldo volumétrico de 10 mL e adicionou-se
iso-octano até perfazer o volume. Retirou-se uma aliquota desta solu¢do e mediu-se as
respectivas absorvincias numa gama de comprimentos de onda 230 - 274 nm com
intervalos de 2 nm. As determinagdes espectrofotométricas foram determinadas no
espectrofotémetro Lange HACH DR 5000. Os coeficientes de extingdo Kss3p, Ko7g € AK

foram calculados atendendo as expressoes:
Kozn=A/cl

Ky0=A/ ¢l

AK = K270~ [(Aze6+A274)/2]

em que:

A270, A2z, Ases € An7a S80 as absorvancias aos comprimentos de onda de 270, 232, 266

e 274 nm ; c € a concentragdo do azeite em g/100 mL e 1 é o percurso 6ptico (1 cm).
3.1.5. Esteres metilicos dos acidos gordos

A determinacdo do perfil em 4cidos gordos nas amostras de azeite em estudo foi
efetuada recorrendo a cromatografia gasosa. No entanto, para que esta determinacio
seja possivel através desta técnica cromatogrifica os dcidos gordos tém que ser
convertidos nos correspondentes derivados ésteres metilicos pois estes compostos ja
possuem a volatilidade adequada que permite a sua andlise por GC. Deste modo, a
determinagdo do perfil em 4dcidos gordos nas amostras de azeite em estudo envolve um
procedimento prévio de preparacdo dos derivados ésteres metilicos dos dcidos gordos, o
qual envolve uma etapa de saponificacdo seguida de esterificacdo a frio de uma toma de
azeite mediante a utilizacdo de uma solugdo metandlica de hidréxido de potdssio, como
ilustrado na figura 13. E de salientar que esta metodologia é aplicével aos azeites e Gleos

de bagacgo de azeitona cujo teor de dcidos gordos livres seja inferior a 3,3 %.
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Figura 13 - Esquema ilustrativo da obtencao dos derivados ésteres metilicos dos dcidos gordos.

Uma vez obtidos os derivados ésteres metilicos dos dcidos gordos correspondentes, a
identificacdo e quantificacdo dos derivados foi efetuada recorrendo a cromatografia
gasosa (GC) equipada com um detetor de ionizacdo de chama (FID). Para a
identificacdio dos derivados foi analisada, utilizando as mesmas condigdes
cromatograficas, uma mistura de compostos padrdo e, comparados os seus tempos de

retencdo com os das amostras em estudo.

O procedimento experimental para a determinagdo dos teores em &cidos gordos foi
baseado no Regulamento (CE) n°® 2568/91, anexo XX, e envolve duas etapas, as quais se

sumarizam em seguida:
1? etapa - Preparacao dos derivados ésteres metilicos dos acidos gordos

Para um tubo de ensaio com tampa de rosca de 5 mL, pesou-se cerca de 0,1 g da
amostra de azeite. Juntou-se 2 mL de heptano e agitou-se, seguidamente adicionou-se
0,2 mL da solu¢do metandlica 2 N de hidréxido de potdssio, tapou-se, fechou-se bem e
agitou-se energicamente durante 30 segundos. Deixou-se repousar até que a parte
superior da solucdo ficasse limpida. Decantou-se a camada superior, que contém os
ésteres metilicos dos dcidos gordos e, recolheu-se uma aliquota, que foi em seguida

analisada no cromatégrafo gasoso.
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2% etapa- Analise cromatografica por GC

As andlises cromatogrificas foram realizadas num cromatégrafo gasoso Hewlett
Packard HP6890, equipado com um detetor de ionizacdo de chama. As condig¢les
cromatograficas utilizadas para a andlise dos derivados ésteres metilicos dos dcidos
gordos presentes nas amostras de azeite em estudo encontram-se sumarizadas na tabela

4.

Tabela 4 — Condic¢des cromatograficas utilizadas na andlise dos derivados ésteres metilicos dos

dcidos gordos.

Cromatografo HP6890 série
Inlet Split
Detector FID (Detetor com ionizagao de chama)
Amostrador automaético Agilent 7683 series injector
Coluna 30 m x 0.32 mm ID, 0.25 um espessura de filme
Temperatura Inlet 250 °C
Volume de Injecdo TuL
Split ratio 20:1
Gas de arraste Hélio
Head pressure 1,0 mL/min constant flow
Temperatura do Forno 140 °C, 5 min, 4°C/min, 240°C, 10 min
Temperatura do Detector 250°C
Detector de gis Hidrogénio: 35mL/min; Ar:400mL/min;

Helium make-up gas: 5,0mL/min

3.1.6. Tocoferois

A determinagio do teor em o - tocoferol das amostras de azeite em estudo foi efetuada
mediante andlise de uma aliquota de azeite por cromatografia liquida de alta efici€ncia
(HPLC) equipado com um detetor de diodos DAD (Gimeno et al, 2000). A
identificacdo do composto nos cromatogramas relativos a andlise das amostras de azeite
em estudo foi realizada através da comparacido dos tempos de retencdo bem como dos

espectros de UV-Vis obtidos com os do composto padrdo disponivel comercialmente.

O procedimento experimental para a determinagdo do teor em o~ tocoferol nas amostras
envolveu uma etapa de preparacdo de amostra seguida da andlise cromatogrifica por

HPLC-DAD, como indicado em seguida:
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17 etapa: preparacao da amostra

Num erlenmeyer colocou-se 1,5g de azeite e adicionou-se 10 mL de n-hexano.
Posteriormente, num tubo de centrifuga colocou-se 200 pL da solug@o anterior e
adicionou-se 600 pL. de metanol e 200 pL da solugdo de uma solucdo de acetato de o-
tocoferol com a concentragdo de 0,3 mg/mL, o qual é utilizado como padrdo interno.
Seguidamente as amostras foram agitadas num Vértex e, posteriormente, centrifugadas
a 3000 rpm durante 5 minutos. Retirou-se uma aliquota da solugdo anterior e filtrou-se

com um filtro descartdvel de 0,45 um e procedeu-se a sua analise por HPLC- DAD.
2? etapa- Analise cromatografica por HPLC

As condigdes cromatogréficas utilizadas para a andlise do teor em O-tocoferol presentes

nas amostras de azeite em estudo encontram-se sumarizadas na tabela 5.

Tabela 5 — Condicdes cromatogréficas utilizadas na anédlise do teor em O-tocoferol presentes

nas amostras de azeite em estudo

Cromatografo HPLC Ultimate 3000 Dionex
Detector DAD — R1 (Detetor de diodos)
Coluna Lichrospher 100 RP-18 (5 um) 250 mm x 4 mm
(Merck, Darmstadt, Germany)
Temperatura do forno 45 °C
Volume de Injecdo 50 uL
Fluxo 2,0 mL/min
Eluentes A- metanol, B- 4gua destilada
Sistema de eluicdo Isocratico (A:B) (96:4(v/v))
A detegdo (nm) 292

A quantificacdo do teor em o-tocoferol nos azeites em estudo é efetuada mediante o
método do padriao interno, o qual envolve o tragcado de uma curva de calibracdo
elaborada a partir da andlise cromatogréfica de solu¢des padrao de o- tocoferol (usando
o acetato de o~ tocoferol como PI) cuja concentracio € rigorosamente conhecida. Por
interpolacdo do valor da area relativa ao composto em andlise correspondente as
amostras de azeite em estudo é possivel determinar o teor em o-tocoferol presente

nessas amostras. Todas as amostras foram injetadas em duplicado.
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3.2. Analise estatistica de resultados

Os dados obtidos foram submetidos a uma andlise de varidncia (ANOVA),
considerando como fatores de variagdo o tempo (inicial e final) e as condicdes de
armazenamento (luz e escuro), para cada uma das variedades em estudo. O teste de
comparagdo de médias utilizado foi o Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test, para
um nivel de confianca de 95%. A andlise foi efetuada com o programa NCSS 6.0

(Statistical & Power Analysis Software, Kaysville, UT, USA).
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De forma a elucidar de que modo é que o fator luz influencia os pardmetros quimicos da
qualidade estudados no ambito deste trabalho optou-se por efetuar a apresentacio e
discuss@o detalhada dos resultados obtidos para cada uma das determinacdes

individualmente.
4.1. Acidez

Na tabela 6 encontram-se representados os teores de acidez (expressos em % de dcido
oleico) para os diferentes azeites monovarietais em estudo, os quais foram submetidos a

diferentes condi¢des de armazenamento — luz e escuro, durante um periodo de 8 meses.

Tabela 6 — Teores de acidez para os diferentes azeites monovarietais em estudo em funcio das

condi¢des de armazenamento (expressos em % de dcido oleico).

Variedade Luz

(0 Meses 2 Meses 4 Meses 6 Meses 8 Meses

Arbequina  0,20°£0,001 0,170,001  0,22+0,009 0,170,004 0,16° 0,005
Cobrangosa 0,23"+0,007 0,18 £0,02 0,20 £0,01 0,17+0,01  0,16" 0,007
Picual 0,25"+0,002 0,20 +0,0002 0,22 +0,001 0,17 +0,002 0,19+ 0,0002

Variedade Escuro

0 Meses 2 Meses 4 Meses 6 Meses 8 Meses

Arbequina  0,20°%0,001  0,17+0,001  0,21£0,009 0,170,004 0,16 +0,01
Cobrangosa  0,23"+0,007 0,20+0,001  0,22+0,003 0,14 +0,01 0,16° + 0,01

Picual 0,25'+0,002 0,18+0,02 022+0,0004 0,140,006 0,16"+ 0,002
Legenda: Letras diferentes na linha denotam uma diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer

Multiple Comparison Test.

Em relagdo ao parametro da acidez verificou-se que, nas condi¢des de armazenamento e
tempos de armazenamento estudados, as amostras de azeite analisadas apresentam
valores de acidez no tempo inicial, que se encontram compreendidos no intervalo 0,20-
0,25%, valores que sdo bastante inferiores ao limite méximo estipulado na legislacio (<
0,8%) para a categoria de “azeites virgem extra”. Por observagdo da tabela 6 verifica-se
o aumento dos teores de acidez para o tempo correspondente aos quatro meses de
armazenamento, contudo esses valores decrescem atingindo valores de acidez
relativamente mais baixos nas amostras correspondentes ao tempo de armazenamento

de seis e oito meses. Atendendo ao tratamento estatistico efetuado pode afirmar-se que a
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acidez do azeite nas diferentes variedades apresenta diferencas significativas do tempo
inicial para o tempo final (oito meses). Dado que a acidez € um parametro que permite
inferir a percentagem de dcidos gordos livres e que estes se oxidam mais facilmente do
que quando esterificados na molécula de glicerol, pode concluir-se que neste estudo o
parametro luz ndo revelou uma influéncia significativamente no teor em 4cidos gordos
livres. Resultado semelhante foi também observado por Caponio et al. (2005) e Del
Caro et al. (2006) em estudos da influéncia da exposicdo a luz de azeites extra virgem
das variedades Coratina e Bosana cv respectivamente, quando submetidos a condi¢des
de armazenamento idénticas as do presente trabalho. Contudo, estudos desenvolvidos
por outros autores demonstraram que a exposicdo de azeites, monovarietais das
variedades Picual e Hojiblanca, a luz conduz geralmente a um aumento dos teores de
acidez (Guil-Guerrero e Urda-Romacho, 2009). No entanto, esses aumentos Sdo
geralmente bastante diminutos pelo que, frequentemente, ndo ocorre a perda da
classificagdo de “azeite virgem extra” (Gutiérrez e Ferndndez, 2002). Gémez- Alonso et
al. (2007) verificaram que a acidez do azeite aumenta com o tempo de armazenamento,

quer este seja guardado no escuro ou exposto a luz.

4.2. Polifendis totais

z

O teor em polifendis totais é outra das determinacdes relevantes na avaliacdo da
qualidade quimica dos azeites. Na tabela 7 encontram-se indicados os valores de
concentracdo em polifendis totais, expressos em mg 4cido gilico/Kg azeite, para os
diferentes azeites monovarietais estudados nas condi¢des de armazenamento de luz e

€scuro.

Tabela 7 — Valores de concentracio de polifendis totais para os diferentes azeites monovarietais

em estudo em fun¢do das condicdes de armazenamento (expressos em mg de dcido galico/kg

azeite).
Variedade Luz Escuro
0 Meses 2 Meses 6 Meses 8 Meses 0 Meses 2 Meses 6 Meses 8 Meses
Arbequina  99,86°+2,6 89,94+0,5  90,72+2,5  81,84+7,7 | 99,86*+2,6 -0 69,02+12,2  78,85°+4,4
Cobrangosa 220,59°+2,8 210,01+21,8 188,91+6,0 207,88+10,8 | 220,59°+2,8 211,67+21,1 181,51+13,2 182,78°+6,9
Picual 227,3'+2,2  189,0+1,2 186,23+3,.8 209,08°+0,5 | 227,3%4+2,2  226,94+6,0 164,07+14,1 149,17°+9,0

Legenda: Letras diferentes na linha denotam uma diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer

Multiple Comparison Test; (1) — O valor ndo é apresentado devido a erro experimental.
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Atendendo que o conteido em polifendis de um azeite depende da variedade, da
localizacdo geografica, da altitude, do grau de maturagdo e do processo de extracdo
utilizado para a obtencdo do azeite (Garcia et al., 2003) seria expectdvel a existéncia de
diferencas nestes teores para os diferentes azeites monovarietais em estudo neste
trabalho. Por observacdo da tabela 7, o azeite da variedade Picual € o que apresenta os
valores mais elevados (227,30 mg/Kg azeite) enquanto o da variedade Arbequina exibe
os teores mais baixos (99,86 mg/kg azeite), no tempo inicial. Os valores obtidos para
estes azeites monovarietais encontram-se na mesma ordem de grandeza dos obtidos por
estudos desenvolvidos por outros autores para estas espécies varietais, utilizando o

mesmo método de quantificagdo (Santos, 2009; Torres et al., 2006; Matos et al., 2007).

2

Apo6s andlise estatistica € possivel afirmar que existem diferencas significativas nos
resultados obtidos para o tempo inicial em relacdo aos oito meses. De acordo com os
resultados obtidos neste trabalho e, que se encontram sumarizados na tabela 7, € notdrio
que, no geral, ocorre uma diminui¢éo na concentracido de polifendis totais ao longo dos
oito meses de armazenamento, sendo que a variedade Arbequina € aquela que apresenta
uma menor concentragdo destes compostos em ambas as condi¢des de armazenamento.
Esta constatagdo € corroborada pelos trabalhos de diversos autores (Gutiérrez e
Fernandez, 2002; Caponio et al., 2005; Fadda et al., 2012). A diminuicdo dos teores

destes compostos durante o armazenamento do azeite € atribuida a ocorréncia de

processos hidroliticos e oxidativos (Samaniego- Sanchez et al., 2012).

No que respeita as andlises efetuadas aos quatro meses de armazenamento, os valores
dos polifendis totais decresceu abruptamente tendo-se verificado um aumento dos
valores correspondentes aos seis meses de armazenamento. Este facto ficou a dever-se a
um erro experimental devido a uma avaria no espectrofotometro pelo que, para a andlise
dos resultados, optou-se por ignorar os teores correspondentes a este tempo de
armazenamento, dado que ndo foram congeladas amostras correspondentes a este tempo

de armazenamento nao foi possivel proceder a repeticdo do ensaio.

4.3. Indice de peréxidos

O indice de perdxidos (IP) indica-nos o estado de oxidagdo do azeite através da medida
dos produtos primdrios da oxidacdo que ndo deve exceder, segundo a legislacdo, os 20

meq O,/Kg de azeite. Em seguida, sdo apresentados os resultados obtidos neste estudo
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para os azeites monovarietais - Arbequina, Cobrangosa e Picual, nas figuras 14, 15e 16

respetivamente, nas diferentes condi¢des de armazenamento (luz e escuro).

Arbequina
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— a
g’ 10,000
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2,000
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Figura 14 — Grifico representativo da variacdo do indice de peréxidos de azeite da variedade
Arbequina ao longo de oito meses em diferentes condi¢des de armazenamento. Letras diferentes
denotam uma diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer

Multiple Comparison Test.
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Figura 15 — Gréfico representativo da variagdo do indice de peréxidos de azeite da variedade
Cobrancosa ao longo de oito meses em diferentes condicdes de armazenamento. Letras
diferentes denotam uma diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de

Tukey-Kramer Multiple Comparison Test.

41



Picual

25,000
b
20,000 —
C
Z
3 15,000
g ——
£ 10,000 . : Luz
o / \ C Escuro
5,000 *—
0,000 T T T T 1
0 2 4 6 8

Tempo de armazenamento (meses)

Figura 16 — Grifico representativo da variacdo do indice de peréxidos de azeite da variedade
Picual ao longo de oito meses em diferentes condi¢des de armazenamento. Letras diferentes
denotam uma diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer

Multiple Comparison Test.

Através da observagdo das figuras 14, 15 e 16 pode verificar-se que nas diferentes
condi¢des de armazenamento em estudo (luz e escuro) os valores de IP obtidos para os
vérios azeites monovarietais nio ultrapassam o valor legislado (20 meq O,/Kg azeite).
Inicialmente, o azeite da variedade Picual € o que apresenta o valor de IP inferior (6,99
meq O,/Kg azeite) quando comparado com o da variedade Cobrangosa (9,55 meq
0,/Kg azeite) e Arbequina (9,77 meq O,/Kg azeite). Estes valores sdo ligeiramente
superiores aos descritos na literatura para azeites das variedades Picual (2,0 meq O,/Kg
azeite) e Arbequina (5,6 meq O,/Kg azeite) cultivados na regido de Almeria (Espanha)
(Guil- Guerrero et al., 2009). Contudo, nesse estudo é observada a mesma tendéncia
dado que o azeite Arbequina apresenta um valor de IP superior ao da variedade Picual.
Por outro lado, o valor de IP determinado para o azeite da variedade Cobrancosa é
semelhante ao do descrito na literatura (Matos et al., 2007). Os valores de IP sdo
influenciados pelas variedades da azeitona, nomeadamente o amadurecimento e a

estabilidade oxidativa, utilizadas para produzir o azeite.

Atendendo as figuras 14, 15 e 16 constata-se que o IP para as amostras de azeite
guardadas no escuro apresenta um progressivo aumento com o tempo de
armazenamento, com excecdo do azeite da variedade Cobrangosa cujo valor de IP

relativo aos oito meses de armazenamento se aproxima do valor de IP inicial. A
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explicacdo para esta oscilagdo reside, muito provavelmente, no facto dos novos
produtos de oxidacdo primdria que se formaram nestas condicdes de armazenamento
sofrerem uma conversdo em produtos de oxidacdo secundéria (Del Caro et al., 2006).
Esta tendéncia foi também observada em estudos desenvolvidos por Del Caro et al.

(2006) para um azeite da variedade Bosana cv..

Pelo contririo, para os azeites expostos a luz é observado um decréscimo no IP para
todos os azeites monovarietais em estudo neste trabalho, o qual é mais acentuado para

os azeites das variedades Arbequina e Cobrangosa.

No decurso do armazenamento em condi¢des de escuro, em relagdo ao azeite Picual
destaca-se uma aproximagfo ao valor maximo permitido (20 meq O,/Kg azeite), sendo
que aos oito meses de armazenamento o valor de IP é de 19,84 meq O,/Kg azeite
enquanto para o azeite da variedade Arbequina este teor ndo ultrapassa os 12 meq
0,/Kg azeite. Estatisticamente, é possivel afirmar que existem diferencas significativas,

nas variedades em estudo, do tempo de armazenamento inicial para o final.

Para os diferentes azeites monovarietais em estudo, decorridos os oito meses de
armazenamento, constata-se que o IP determinado para as amostras armazenadas no
escuro é sempre superior aos valores de IP obtidos para as amostras armazenadas na
presenca de luz. Esta constatacdo estd de acordo com os resultados obtidos por outros
autores que realizaram estudos sobre a influéncia da luz nos parimetros quimicos da

qualidade de diversos azeites monovarietais (Caponio et al., 2005; Torres et al., 2006).

De acordo com os resultados experimentais obtidos pode inferir-se que os azeites
armazenados no escuro sofreram um processo de oxidacdo primdrio, o que explica os
valores de IP mais elevados comparativamente aos armazenados em condi¢les de
luminosidade. Por outro lado, em azeites expostos a luz ocorre fundamentalmente uma
evolucdo de uma oxidagdo primdria para uma secunddria e, consequentemente, 0S
valores de IP apresentados pelos azeites submetidos a estas condigdes de
armazenamento sdo inferiores (Caponio et al., 2005; Del Caro et al., 2006). Assim, face
as variagdes nos valores de IP nas condi¢des de armazenamento estudadas pode afirmar-
se que o fator luz tem uma influéncia significativa na oxidacdo dos azeites, na medida
em que conduz a uma reducio do periodo de indug@o do processo oxidativo (Torres et

al., 2006).
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4.4. Indices espectrofotométricos

Como descrito anteriormente, os indices espectrofotométricos (Ky7o, K232 € AK) sdo
pardmetros utilizados para inferir a qualidade quimica de um azeite. Estes parimetros
podem ser correlacionados com os resultados obtidos na determinag@o dos indices de
peréxidos na medida em que, em ambos os ensaios, se avalia 0s processos oxidativos

que podem ocorrer no azeite durante o seu armazenamento.

Por forma a alcancar uma maior clareza na apresentacdo e discussdo dos resultados
optou-se por apresentar graficos ilustrativos da variacdo dos coeficientes Ky79 e Kj3n
para os azeites monovarietais - Arbequina (Figura 17) Cobrangosa (Figura 18) e Picual

(Figura 19), ao longo dos oito meses de armazenamento.
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Figura 17 — Variacdo de K7 e Kj3;, para o azeite da variedade Arbequina ao longo de 8 meses
de armazenamento no escuro e em presenca de luz. Letras diferentes denotam uma diferenga
significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer Multiple Comparison

Test.
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Figura 18 — Variacdo de K70 e Ks3,, para o azeite da variedade Cobrancosa ao longo de 8
meses de armazenamento no escuro e em presenca de luz. Letras diferentes denotam uma
diferenca significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer Multiple

Comparison Test.
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Figura 19 — Variacdo de Ky e Kj3;, para o azeite da variedade Picual ao longo de 8 meses de
armazenamento no escuro ¢ em presenca de luz. Letras diferentes denotam uma diferenca
significativa com nivel de confianca de 95% no teste de Tukey-Kramer Multiple Comparison

Test.

Como se pode observar nas figuras 17, 18 e 19 os valores obtidos do coeficiente K7,
em todos os azeites monovarietais, sdo inferiores ao valor maximo permitido pela
legislacdo (£ 0,25), exceto para a amostra de azeite Picual que ao oito meses de
armazenamento com exposicao a luz apresenta um valor de 0,27, o qual ultrapassa o
limite méximo. No geral € notdrio, para todos os azeites monovarietais em estudo, um
aumento progressivo dos valores de Ky sendo esse acréscimo mais acentuado para os

tempos finais de armazenamento (seis e oito meses de armazenamento). Da andlise das
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figuras 17, 18 e 19 € ainda de salientar que os valores de Ky obtidos sdo sempre
inferiores para as amostras mantidas no escuro quando comparadas com as amostras
expostas a luz. Esta tendéncia estd de acordo com a observada por outros autores em
estudos semelhantes (Caponio et al., 2005; Kalua et al., 2006, Samaniego- Sanchez et
al., 2012). Em concreto, o indice espectrofotométrico K79 encontra-se correlacionado
com a presen¢a de compostos resultantes de processos de oxidag¢do secunddria. Assim,
atendendo aos resultados obtidos este processo parece ter tido um maior significado no
azeite da variedade Picual. Estudos de Gutiérrez e Fernandéz (2002) assim como de
Caponio et al. (2005) revelaram que o indice espectrofotométrico Kj79 € geralmente
aquele que primeiro excede os limites legais admissiveis durante o armazenamento.
Neste trabalho, esta situacdo apenas ocorreu para o azeite monovarietal da variedade
Picual, aos oito meses de armazenamento, embora apenas tenha sido excedido o valor

em 0,02.

No que respeita ao indice espectrofotométrico K3, pode verificar-se por observagdo das
figuras 17, 18 e 19 que para as variedades Arbequina e Cobrangosa, hd um aumento
gradual deste indice em ambas as condi¢des de armazenamento, sendo este aumento
maior nos ultimos dois meses. Relativamente a variedade Picual, este indice aumenta
muito a partir do quarto més, nas amostras armazenadas no escuro, mantendo-se

praticamente constante para as amostras mantidas a luz.

E de salientar que os valores de K3, obtidos para as duas condi¢des de armazenamento
ao longo dos oito meses respeitam a legislacdo nunca ultrapassando o valor legal
imposto (K3, < 2,5) para o azeite virgem extra, sendo que o azeite da variedade Picual e
armazenado no escuro durante oito meses € aquele cujo indice K3, apresenta um valor
mais elevado (2,382). Ap6s andlise estatistica, ¢ possivel afirmar que existem
diferencas significativas, nas variedades em estudo, do tempo de armazenamento inicial

para o final, exceto em relacdo a variedade Cobrancosa para o coeficiente Kas3;.

Em relacio as condigdes de armazenamento, decorridos os oito meses de
armazenamento, as amostras guardadas no escuro apresentam valores de Kz, mais
elevados do que as expostas a luz, exceto para o azeite monovarietal da variedade
Cobrancosa cujo valor de Kj3; na condicdo luz e escuro é muito semelhante. Resultados

semelhantes foram também observados por outros autores (Kalua et al., 2006)
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Em suma, no que diz respeito ao estudo da variagdo dos indices espectrofotométricos
com as condi¢des de armazenamento estudadas, a constatacdo de que os valores de Ky7g
aumentam significativamente durante o armazenamento em condi¢cdes de exposicao a
luz e, atendendo a que este indice, se encontra relacionado com os produtos secundarios
da oxidag¢do (fundamentalmente trienos conjugados) é possivel afirmar-se que a
fotooxidacdo € o mecanismo predominante de degradacdo dos azeites quando estes se

encontram expostos a luz (Kalua et al., 2006).

4.5. Esteres metilicos dos acidos gordos

A determinagdo do teor em acidos gordos poderd ser um ensaio util para avaliar a
ocorréncia de processos de degradacdo no azeite. Com esse objetivo, foi realizada a sua
determinagdo para todos os azeites monovarietais em estudo ao longo de oito meses nas
duas condi¢des de armazenamento - luz e escuro. Contudo, para que esta determinagio
possa ser efetuada através da cromatografia gasosa (GC) os dcidos gordos presentes nas
amostras de azeite foram previamente convertidos nos correspondentes derivados

ésteres metilicos, de acordo com o descrito no procedimento experimental.

Na figura 20 encontra-se representado, a titulo de exemplo, o cromatograma obtido para
uma amostra de azeite da variedade Picual (amostra inicial antes do armazenamento), na

qual se encontram identificados os picos mais significativos.

A o
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Figura 20 - Cromatograma correspondente a andlise dos derivados ésteres metilicos dos dcidos
gordos presentes numa amostra de azeite da variedade Picual (antes do armazenamento), onde
A- acido palmitico; B- acido palmitoleico; C- 4cido estedrico; D- 4cido oleico; E- acido

linoleico.
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Nas tabelas 8 € 9 encontram-se sumarizados os resultados obtidos neste estudo.

Tabela 8 - Composi¢ao em 4cidos gordos dos azeites monovarietais estudados ao longo dos 8

meses de armazenamento em condi¢des de armazenamento a luz (expressa em %).

Acidos Variedade Luz
Gordos 0 Meses 2 Meses 4 Meses 6 Meses 8 Meses
C16:0 Arbequina  12,74+0.4 12,77+0,01 12,89+0,04 12,89+0,08 12,88+0,4

Acido Palmitico ~ Cobrangosa  10,20+0,3 10,06+0,03 10,26+0,2 10,1940,2 9,96+0,11

Picual 10,06+0,06 9,02+0,04 10,21+0,3 10,5740,2 10,27+0,1

Cl16:1 Arbequina  0,18+0,01 0,160,003 0,170,004  0,17+0,0003  0,16+0,01

Acido Palmitoleico Cobrangosa  0,12+0,03 0,09+0,001 0,1+0,003 0,10+0,001  0,10+0,001
Picual 0,11+0,01 0,74+0,01 0,1+0,004 0,11£0,02  0,10+0,0002

C17:0 Arbequina  1,38+0,04 1,32+0,01 1,34+0,01 1,34+0,01 1,33+0,04

Acido margarico  Cobrangosa  0,83+0,04 0,8+0,002 0,83+0,02 0,87+0,05 0,8020,01

Picual 0,82+0,005 n.d. 0,82+0,03 0,86+0,03 0,83+0,01

Cl17:1 Arbequina  0,12+0,01 0,1+0,001 0,1+0,001 0,100,002 0,15+0,07
Acido margoleico  Cobrancosa  0,07+0,01 0,07+0,001 0,070,002 0,070,001  0,07+0,0002
Picual 0,09+0,003 n.d. 0,07+£0,0003  0,08+0,002  0,07+0,0002

C18:0 Arbequina  1,83+0,01 1,83+0,05 1,81+0,07 1,86+0,04 0,93+1,3

Acido estedrico Cobrangosa  3,09+0,3 3,13+0,07 3,18+0,01 3,1740,03 3,28+0,01

Picual 3,29+0,02 3,18+0,2 3,27+0,1 2,04+0,2 3,34+0,06

Cl18:1 Arbequina  69,84+0,2 70,69+0,03 70,61+0,2 70,42+0,07 69,95+2,6

Acido oleico Cobrangosa 78,18+0,07 78,26+0,2 77,95+0,4 78,240,004 78,06+0,2

Picual 77,96+£0,08  70,17+5,48 77,77+0,3 78,58+0,08 77,65+0,3

C18:2 Arbequina  11,25+0,05 10,87+0,02 10,82+0,02  10,79+0,003 6,9345,9
Acido linoleico Cobrangosa  4,63+0,02 4,64+0,01 4,76+0,2 4,62+0,03 4,62+0,005
Picual 4,76+0,003 4,75+0,3 4,73+0,01 4,85+0,03 4,74+0,001
C20:0 Arbequina  0,70£0,004  0,67+0,00005 0,65+0,04 0,66+0,001 5,8+7,3

Acido araquidico ~ Cobrangosa 0,80+0,003 0,810,005 0,79+0,01 0,80+0,001  0,81+0,0003
Picual 0,79+0,004  0,73+0,004 0,8+0,01 0,80+0,03 0,810,003
C20:1 Arbequina 0,430,001  0,45+0,005 0,45+0,02 0,440,001 0,54+0,2
Acido gadoleico Cobrangosa  0,48+0,01 0,48+0,02 0,48+0,02 0,47+0,02 0,50+0,05
Picual 0,50+0,009 0,73+0,2 0,48+0,03 0,49+0,004 0,49+0,005
Cl18:3 Arbequina  0,38+0,01 0,35+0,02 0,37+0,01 0,360,002 0,38+0,06
Acido linolénico ~ Cobrangosa ~ 0,300,01 0,28+0,03 0,29+0,004 0,29+0,01 0,30+0,01
Picual 0,30+0,002 0,31+0,03 0,29+0,01 0,30+0,01 0,29+0,002
C20:4 Arbequina 0,43+0,2 0,150,004 0,15+0,01 0,23+0,03 0,25+0,1
Acido araquidonico Cobrangosa  0,21+0,2 0,14+0,003 0,14+0,01 0,130,003 0,15+0,03
Picual 0,14+0,004 2,52+1,0 0,19+0,06 0,14+0,01 0,14+0,2
C24:0 Arbequina  0,08+0,003 0,06+0,01 0,070,005 0,14+0,05 0,11+0,06
Acido lignocérico  Cobrancosa  0,08+0,01 0,060,001 0,13+0,08 0,09+0,04 0,09+0,03
Picual 0,09+0,005 1,69+0,7 0,22+0,1 0,10+0,01 0,11+0,1
Legenda: n.d. — ndo detetado
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Tabela 9 - Composi¢ao em &cidos gordos dos azeites monovarietais estudados ao longo dos 8
meses de armazenamento nas diferentes condi¢des de armazenamento no escuro (expressa em

%).

Acidos Variedade Escuro
Gordos (0 Meses 2 Meses 4 Meses 6 Meses 8 Meses
C16:0 Arbequina  12,74+0.4 12,43+0,1 13,10+0,07 13,43+0,9 12,62+0,06

Acido Palmitico ~ Cobrangosa  10,20+0,3 9,58+0,01 9,94+0,04 10,43+0,4 10,24+0,04
Picual 10,06+0,06 9,83+0,4 9,79+0,05 10,28+0,3 10,35+0,01
C16:1 Arbequina  0,18+0,01  0,17+0,005 0,17+0,01 0,17+0,01 0,16+0,01
Acido Palmitoleico Cobrangosa  0,12+0,03  0,09£0,003  0,09+0,002 0,100,002 0,100,001
Picual 0,11+0,01 0,09+0,03 0,09+0,002  0,10+0,002  0,10+0,00004
C17:0 Arbequina  1,38+0,04 1,3+0,02 1,36+0,01 1,39+0,09 1,3+0,02
Acido margarico  Cobrangosa  0,83+0,04 0,77+0,002  0,79+0,0005 0,84+0,03 0,82+0,004
Picual 0,82+0,005  0,79+0,03 0,78+0,005 0,82+0,02 0,83+0,001
Cl17:1 Arbequina  0,12+0,01  0,1+£0,00001  0,10+0,002 0,1+0,003 0,09+0,002
Acido margoleico ~ Cobrancosa  0,07+0,01 0,07+0,01  0,07+0,0005 0,07+0,0004  0,07+0,0001
Picual 0,09+0,003  0,07+0,002 0,070,001  0,08+0,002 0,070,001
C18:0 Arbequina  1,83+0,01 1,86+0,01 1,52+0,2 1,86+0,2 1,86+0,01
Acido estedrico Cobrangosa  3,09+0,3 3,13%£0,09 3,120,3 2,80+0,8 3,27+0,01
Picual 3,29+0,02 3,24+0,08 3,33+0,02 3,18+0,2 3,32+0,0003
C18:1 Arbequina  69,84+0,2 70,36+0,4 70,61+0,3 69,46+1,9 69,37+1,80
Acido oleico Cobrangosa 78,18+0,07  74,47+2,22 78,37+0,3 78,21+£0,3 77,81+£0,07
Picual 77,96+£0,08  77,69+0,6 77,97+0,2 78,05+0,05 77,72+0,09
Cl18:2 Arbequina  11,25+#0,05 10,91£0,02  10,88+0,02 11,20+0,4 6,82+5,6
Acido linoleico Cobrangosa  4,63+0,02 4,65+0,04 4,62+0,04 4,68+0,07 4,61+0,004
Picual 4,760,003  4,83+0,03 4,73+0,03 4,70+0,01 4,67+0,01
C20:0 Arbequina  0,70+£0,004  0,68+0,01 0,66+0,03 0,67+0,06 5,75+7,2
Acido araquidico ~ Cobrancosa 0,80+0,003  0,7820,02 0,80+0,001 0,79+0,01 0,80+0,003
Picual 0,79+0,004 0,41+0,6 0,80+0,003 0,76+0,03 0,770,001
C20:1 Arbequina  0,43%0,001  0,45+0,01 0,42+0,01 0,46+0,03 0,54+0,1
Acido gadoleico Cobrangosa  0,48+0,01 0,56+0,1 0,51+0,01 0,48+0,01 0,48+0,01
Picual 0,50+0,009  0,55+0,08 0,52+0,01 0,47+0,02 0,48+0,0001
C18:3 Arbequina  0,38+0,01 0,36+0,03 0,360,001 0,35+0,04 0,40+0,05
Acido linolénico  Cobrangosa ~ 0,300,01 0,32+0,1 0,30+0,01 0,30+0,01 0,29+0,005
Picual 0,30+0,002 0,3+0,04 0,30+0,002 0,27+0,04 0,29+0,001
C20:4 Arbequina  0,43+0,2 0,14+0,02 0,140,004 0,21+0,1 0,30+0,05
Acido araquidonico Cobrangosa  0,21+0,2 0,14+0,01 0,16+0,03 0,1520,03 0,19+0,03
Picual 0,14+0,004  0,17+0,004 0,25+0,1 0,14+0,02 0,10+0,07

C24:0 Arbequina  0,08+0,003 0,30+0,3 0,08+0,01 0,08+0,002 0,12+0,06
Acido lignocérico  Cobrancosa  0,08+0,01 1,06+0,4 0,15+0,1 0,07+0,01 0,10+0,03
Picual 0,09+£0,005  0,09+0,003 0,18+0,1 0,09+0,01 0,57+0,8
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Por observacao das tabelas 8 e 9, é notdrio que o derivado éster metilico do acido oleico
¢é o que apresenta o teor mais elevado nos azeites monovarietais em estudo variando no
intervalo 69,84% - 78,18%, sendo que estes valores se encontram no intervalo de
concentra¢des impostos pela legislacio (55,0% - 83,0%). E ainda de salientar que o
azeite da variedade Cobrangosa é aquele que apresenta um teor no derivado éster
metilico do 4cido oleico mais elevado (78,18%). Os azeites das variedades Picual e
Arbequina apresentam teores deste composto de 77,96% e 69,84%, respetivamente.
Estes valores estdo de acordo com os descritos na literatura por outros autores (Guil-

Guerrero e Urda- Romacho, 2009).

No que diz respeito aos derivados ésteres dos 4dcidos gordos polinsaturados,
nomeadamente o derivado do 4cido linoleico, o azeite da variedade Arbequina € o que
apresenta teores mais elevados neste composto, no tempo inicial (11,25%) enquanto os
azeites das variedades Cobrangosa e Picual revelaram valores inferiores mas muito
semelhantes de 4,63% e 4,76%, respetivamente. Por observacdo da tabela 8 é possivel
inferir-se que para o azeite da variedade Arbequina o teor do derivado éster metilico do
dcido linoleico decresce para cerca de metade, decorridos os oito meses de
armazenamento, tanto na presenca de luz como no escuro. No entanto, nos outros dois
azeites monovarietais em estudo nao foi observada esta tendéncia. Os trabalhos de Guil-
Guerrero e Urda - Romacho (2009) com azeites monovarietais das variedades Picual,
Hojiblanca e Arbequina em diferentes condi¢des de armazenamento (depdsito/garrafa)
evidenciaram um decréscimo no teor do derivado éster metilico do acido linoleico, o
qual é atribuido a processos de degradacdo originando, consequentemente um
incremento no teor do derivado éster metilico do 4cido oleico. Este ultimo efeito ndo foi
observado no presente trabalho pois a concentra¢do do derivado éster metilico do acido
oleico permaneceu inalterada com o armazenamento, quer nos azeites expostos a luz

quer naqueles que foram guardados no escuro.

Relativamente aos teores dos restantes derivados éster metilico dos 4cidos gordos, pode
constatar-se que os respetivos derivados dos &cidos palmitoleico, heptadecandico e
araquidico apresentam valores ligeiramente mais elevados do que os estipulados pela

legislacao.

Em geral, a composicio em dcidos gordos dos diferentes azeites monovarietais

utilizados no presente estudo ndo sofre grandes variagdes ao longo dos oito meses de
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armazenamento, em condi¢des de luz e escuro, como se pode verificar pela andlise das

tabelas 8 € 9.

4.6. Tocoferois

Como referido anteriormente, os tocoferdis, apesar de serem componentes minoritarios
do azeite, desempenham um papel bastante relevante pois contribuem para a sua
estabilidade, sendo considerados 6timos antioxidantes naturais, inibindo a ocorréncia de
processos oxidativos no azeite prevenindo, deste modo, a oxidagdo dos acidos gordos
insaturados (Ramalho e Jorge, 2006). Assim, atendendo a estas constatacdes pode ser
considerado interessante e pertinente a quantificacio dos teores deste composto bem
como a possibilidade de avaliar a variagdo da sua concentracdo quando o azeite é

submetido a diferentes condi¢des de armazenamento.

No presente trabalho, apenas se estudou a variagdo do teor em - tocoferol para os
diferentes azeites monovarietais em estudo nas duas condi¢des de armazenamento- luz e
escuro, uma vez que de entre os tocoferdis presentes no azeite, este isémero € o
componente maioritirio sendo também aquele que apresenta um potencial bioldgico

como antioxidantes mais elevado (d<y<p<c) (Ramalho e Jorge, 2006).

Na figura 21 encontra-se representado o cromatograma de HPLC obtido correspondente
a andlise de o-tocoferol para uma amostra de azeite Picual (antes do armazenamento). E
de referir que nesta figura pode ser visualizado o espectro de UV-Vis correspondente ao
analito em estudo (o-tocoferol) e que permite identificar o composto mediante
compara¢do dos comprimentos de onda correspondentes aos maximos de absorvéncia

com os obtidos para o padrdo disponivel comercialmente.
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Figura 21- Cromatograma de HPLC correspondente a andlise de ¢i-tocoferol numa amostra de

azeite Picual (antes do armazenamento).
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Tal como descrito no procedimento experimental, a quantificacdo do a-tocoferol foi
efetuada recorrendo ao método do padrado interno tendo sido, previamente, necessario
proceder ao tracado de uma curva de calibracdo para este composto. Com os dados
obtidos foi possivel proceder-se ao tracado da curva de calibracdo, a qual se apresenta
na figura 22, onde o eixo das ordenadas corresponde aos valores do quociente entre as
areas do pico do analito e do pico do padrio interno (A/Ap) e o eixo das abcissas aos
valores da concentragdo das solu¢des do analito. E de referir que o coeficiente de
correlacdo da recta (R%) ¢é elevado, atestando a linearidade da curva na gama de

concentragdes estudada (0,005- 0,025 mg/L).

1,2
1 -

0,8 /
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0'4 -~ R?=0,9993

0:2 /
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Concentragdo (mg/L)
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Figura 22 - Curva de calibracio para a determinag@o da concentracio de o-tocoferol nos azeites

em estudo.

A andlise por HPLC das amostras de azeite em estudo ao longo de oito meses e em
diferentes condi¢des de armazenamento permite a obtencdo de cromatogramas com
perfis cromatograficos semelhantes aos apresentado na figura 21, sendo possivel
determinar o valor das dreas correspondentes ao analito em estudo e ao padro interno.
O caélculo da razao A/Ap; e por interpolagdo na equacio da curva de calibracao referida
anteriormente (Figura 22) é possivel determinar o valor da concentragcdo de o-tocoferol
presente em cada uma das amostras. Na tabela 10 encontra-se sumarizada a informacao

obtida neste estudo.
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Tabela 10 — Concentra¢do de o-tocoferol nas diversas amostras de azeites monovarietais em
estudo ao longo de 8 meses em condicdes de armazenamento de luz e de escuro (expressa em

mg/Kg azeite)

. Luz Escuro
Variedade

0 Meses 2 Meses 6 Meses 8 Meses (0 Meses 2 Meses 6 Meses 8 Meses

Arbequina  102,74+8,6  137,71+7,9 128,99+12,3 118,77+10,1 | 102,74+8,6  175,60+47,7 164,17+£5,1 136,57+41,4
Cobrancosa 113,66+5,3 149,73+0,95 132,91+12,0 134,42+22,2| 113,66+5,3 211,34+44,9 191,66+39,5 140,47+10,2
Picual 184,31+31,8 128,32+11,4 128,32+15,8 126,32+20,9 | 184,31£31,8 297,67+42,40 192,36+14,5 181,97+42,3

Por observagdo da tabela 10 pode constatar-se que os valores de «-tocoferol para os
azeites monovarietais em estudo se encontram na gama de concentragdes do descrito na
literatura, sendo que o teor deste composto € influenciado pela espécie varietal (Pereira

et al., 2002)

A andlise dos resultados sumarizados na tabela 10 permite concluir que existe um
aumento do teor em o-tocoferol durante os oito meses de armazenamento, na luz e no
escuro, para os azeites das variedades Arbequina e Cobrangosa. Pelo contririo, para o
azeite da variedade Picual o valor da concentracdo para o o tocoferol decresce durante

o armazenamento do azeite exposto a luz.

De acordo com a literatura, alguns componentes minoritarios, nos quais se incluem os
tocoferdis, os carotendides e as clorofilas diminuem significativamente com o
armazenamento (Gallardo-Guerrero et al., 2005; Kanavouras e Coutelieris, 2006). No

entanto, esta tendéncia s6 foi observada neste trabalho para o azeite da variedade Picual.
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5. CONCLUSAO

O azeite é considerado como um principais constituintes da dieta mediterranica e
assume em Portugal um crescente interesse socio-econémico. Atendendo a que as
condicdes de armazenamento podem condicionar significativamente a qualidade deste
produto alimentar podendo, inclusivamente em determinadas condi¢des, comprometer
as suas propriedades organoléticas e sensoriais reveste-se de extrema importincia
esclarecer em que medida o efeito do pardmetro luz pode ter influéncia na qualidade do

azeite.

De acordo com os resultados obtidos é possivel concluir que em relagio a acidez, apesar
das alteragdes, pois hd uma diminui¢do do teor de acidez em todas as variedades, este

nunca ultrapassa o valor legislado, sendo até bastante inferior.

No que respeita ao teor de polifendis, hd uma ligeira diminuicdo deste teor, tal como
esperado resultante dos processos oxidativos que ocorrem. Por sua vez o indice de
peréxidos para o azeite da variedade Arbequina aumenta na presenga de luz e diminui
no escuro, ao contrario do que acontece com a variedade Picual. Este teor para a
variedade Cobrangosa apresenta uma diminui¢do tanto a luz como no escuro em relacéo

ao valor inicial.

Relativamente aos indices espectrofotométricos que nos indicam a medida dos produtos
primadrios (Kj3,) e secundérios (K;79) da oxidacao, para o coeficiente Kj3; os valores sio
mais elevados no escuro do que em presenca da luz. Para Ky79 os valores aumentam em

presenca de luz o que significa que esta pode acelerar o processo oxidativo.

Em relacdo aos dcidos gordos ndo houve alteragdes significativas, segundo Aparicio et
al., 1999, a natureza dos acidos gordos presentes nas azeitonas € uma das responsaveis

pela elevada estabilidade do azeite.

No que respeita ao teor de a — tocoferol sé para a variedade Picual é que ocorreu um

ligeiro decréscimo, ao longo do tempo de armazenamento.

z

Na literatura é consensual que nos azeites armazenados no escuro encontram-se
fundamentalmente produtos resultantes de oxidacdo primdria enquanto nos azeites

expostos a luz surgem os produtos secunddrios da oxidacao (Torres e Maestri, 2006).
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Estudos desenvolvidos por Pagliarini er al. (2000) em azeite virgem extra da Toscania
indicaram que a estabilidade ndo € influenciada pelos métodos de engarrafamento, pelas

condicdes de transporte € armazenamento nos supermercados.

No decorrer deste estudo, foi visivel uma modificagdo bastante significativa ao nivel da
coloracdo do azeite exposto a luz as quais, de acordo com a literatura (Pristouri et al.,
2010) encontram-se relacionadas com a decomposi¢do das clorofilas influenciada pelo
processo de fotooxidacdo. Dai que talvez fosse pertinente estender este estudo a

avaliacdo da variacdo dos teores deste tipo de compostos.

Na minha opinido se o presente estudo tivesse sido alargado a um maior tempo de
armazenamento, doze a dezoito meses, possivelmente as variagdes dos diferentes

parametros em estudo seriam mais significativas, pois este é considerado como o

periodo maximo de armazenamento do azeite virgem extra até ao seu consumo.
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