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RESUMO

A azeitona de mesa tem uma grande tradicdo em Portugal e principalmente na
regido de Tras-os-Montes.

Neste sentido, com o presente trabalho pretendeu-se contribuir para a
caracterizagdo da fracdo fendlica e atividade biologica das azeitonas de mesa
provenientes da regido de Tras-os-Montes. Procedendo em primeiro lugar a analise da
composicdo fenolica por cromatografia liquida de alta performance com detetor de
diodos (HPLC/DAD), e em segundo avaliar a atividade bioldgica (atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana) de extratos de 24 amostras de azeitonas de
mesa transmontanas, pertencentes as cultivares Cobrancosa e Negrinha de Freixo,
processadas segundo o0 método de fermentacdo natural.

Na caracterizacdo do perfil fendlico, foram identificados e quantificados 10
compostos fendlicos, nomeadamente, hidroxitirosol glicol, hidroxitirosol, tirosol, &cido
5-O-cafeoilquinico, derivado de verbascosideo, verbascosideo, luteolina 7-O-glucésido,
rutina, apigenina 7-O-glucésido e apigenina, tendo sido o hidroxitirosol glicol e o
hidroxitirosol os compostos mais abundantes. O teor em compostos fendlicos totais
variou entre 2,37 e 64,17 pug/mg de extrato.

Na avaliacdo da atividade antioxidante, pelos métodos do efeito blogueador de
radicais livres de DPPH e poder redutor, os valores de ECs estiveram compreendidos
entre 0,13 mg de extrato/mL de solucéo a 0,83 mg/mL para o ensaio do DPPH, e entre
0,30 mg/mL a 1,66 mg/mL para o poder redutor, sendo as amostras com maior teor em
fenois totais mais ativas. Verificou-se que apenas uma amostra nao alcangou o valor de
ECso, tendo apenas obtido o valor de ECys, relatando valores de 1,85 e 2,67 mg/ml (para
DPPH e poder redutor, respetivamente).

Quando se estabeleceram correlagGes entre o teor em compostos fendlicos e a
atividade antioxidante registada, verificou-se que o hidroxitirosol glicol, o
hidroxitirosol, o verbascosideo e seu derivado, bem como o teor em compostos
fenodlicos totais foram os que mais contribuiram para um maior potencial antioxidante,
apresentando correlagdes negativas extremamente significativas (P < 0,001). Com os
mesmos dados foi possivel separar as amostras em trés grupos de acordo com 0 seu

potencial antioxidante aplicando uma analise de componentes principais, corroborando
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esta os dados obtidos até entdo relacionados com o perfil fendlico e atividade
antioxidante.

A atividade antimicrobiana foi testada com bactérias Gram-positivo (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococus epidermis e Staphylococus aureus) e Gram-
negativo (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), onde também foram avaliadas
as concentracfes minimas inibitérias (CMI mg/mL). Foram analisados seis extratos
(amostras 7, 8, 12, 13, 21, e 22) que revelaram inibicdo no crescimento quer das
bactérias Gram + como das Gram -, com a exce¢do da bactéria E. coli para as amostras
7,12 e 13.

Do presente estudo conclui-se que as azeitonas de mesa obtidas por fermentacao
natural provenientes de Tras-os-Montes sdo uma rica fonte de compostos fenolicos com
relevante importancia bioativa, uma vez que revelaram um significativo potencial

antioxidante e atividade contra microrganismos patogénicos para 0 Homem.

Palavras-chaves: azeitonas de mesa; fermentacdo natural; composicdo fendlica;

atividade antioxidante; atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Table olives are a tradition in Portugal and mainly in Tras-os-Montes region.

In this sense, with the presented work it was intended to contribute for the
characterization of the phenolic fraction and biological activity of table olives from
Trés-0s-Montes region. In first place the phenolic composition of the table olives was
assessed by high performance liquid chromatography with a diode array detector
(HPLC/DAD), and then biological activity was evaluated (antioxidant and antimicrobial
activity) in 24 extracts of table olives from Tras-os-Montes, belonging to olive cultivars
Cobrancosa and Negrinha de Freixo, processed following the natural fermentation
methodology.

In the phenolic characterization of the different table olives samples, were
identified and quantified 10 phenolic compounds, namely, hydroxytyrosol glycol,
hydroxytyrosol, tyrosol, 5-O-caffeoylquinic acid, verbascoside derivate, verbascoside,
luteolin  7-O-glucoside, rutin, apigenin 7-O-glucoside and apigenin, being
hydroxytyrosol glycol and hydroxytyrosol the most abundant compounds. Total phenols
content varied between 2.37 and 64.17 pug/mg of extract.

In the antioxidant activity, assayed by the methods of scavenging capacity on the
DPPH free radicals and reducing power, ECs, values varied between 0.13 and 0.83 mg
of extract/mL of solution in the DPPH method, and between 0.30 and 1.66 mg/mL in
the reducing power, being more active those samples with higher total phenols content.
It was verified that only in one sample the ECsy value wasn’t reached, being only
obtained the ECys value, reporting 1.85 and 2.67 mg/mL (for DPPH and reducing
power, respectively).

When correlations were performed between phenolic composition and total
phenols content with the recorded in the antioxidant activity, it was verified that
hydroxytyrosol glycol, hydroxytyrosol, and verbascoside and its derivate, as well as
total phenols content contributed for a higher antioxidant potential, being obtained
extremely negative significant correlations (P < 0,001). With the same data it was

possible to separate the table olives samples in three main groups according to their
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antioxidant activity by applying a principal component analysis, corroborating the data
obtained in the phenolic composition and antioxidant activity.

The antimicrobial activity was tested with Gram-positive bacteria (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococus epidermis and Staphylococus aureus) and
Gram-negative bacteria (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa), where were
also evaluated the minimum inhibitory concentrations (MIC mg/mL). Six extracts were
analyzed (samples 7, 8, 12, 13, 21, and 22) which showed growth inhibition against
Gram + as well against Gram -, with the exception of E. coli in samples 7, 12 and 13.

From the present study it is concluded that table olives from Trés-os-Montes
obtained from natural fermentation are a rich source of phenolic compounds with
relevant bioactive importance, once they revealed a significant antioxidant potential and
activity against pathogenic microorganisms to man. Among the results obtained, olive
cultivar, olives harvest time, and the crop year could be preponderant aspects and may
explain the variability observed in the data.

Keywords: table olives; natural fermentation; phenolic composition; antioxidant

activity; antimicrobial activity.
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A azeitona é um fruto proveniente da oliveira que pertence a familia Oleaceae,
espécie Olea europaea L., que depois de processada € um importante ingrediente da
dieta mediterranica.

Botanicamente, a azeitona € uma drupa ovalada, porém difere dos outros tipos de
drupas face a sua composicao, visto que contém um menor teor em agucar € um maior
teor em Oleo (Hammami et al., 2011; Charoenprasert & Mitchell, 2012). Este fruto
possui um tamanho tipico de 2-3 cm de largura e comprimento, é constituido por 3
partes, o epicarpo ou pele, o mesocarpo ou polpa e o endocarpo ou carogo. A
composicdo média da azeitona inclui agua (50%), proteina (1,6%), gordura (22%),
hidratos de carbono (19,1%), celulose (5,8%), substancias inorganicas (1,5%) e
compostos fendlicos (1-3%) (Ghanbari et al., 2012). Contudo, na composicdo das
azeitonas podem ocorrer pequenas oscilagbes, que dependem essencialmente da
variedade, condigdes culturais e estado de maturagéo do fruto (Bianchi, 2003)

Para as azeitonas se tornarem comestiveis é necessario que ocorram um conjunto
de alteracdes fisico-quimicas que reduzam ou eliminem parcialmente 0 amargor que é
caracteristico dos frutos frescos, pois raramente sdo usadas e/ou consumidas na sua
forma natural. Para tal, existem alguns processos de preparacdo que permitem uma
manutencdo quer nas propriedades nutricionais, quer nas propriedades fisicas e
quimicas do fruto (Parinos et al., 2007; Rejano et al., 2010).

Assim, existem diversos processos tecnoldgicos, para a preparacdo de azeitonas
de mesa, com o intuito de remover o amargor das azeitonas ndo processadas, que se
deve maioritariamente ao composto fendlico oleuropeina (Aponte et al., 2010). Os
principais processos utilizados sdo o método de fermentacdo natural, as azeitonas verdes
(estilo Espanhol ou Sevilhano) e as azeitonas pretas oxidadas (estilo Californiano ou
Americano), que serdo descritos mais a frente. E de salientar que a fermentac&o natural
das azeitonas é 0 processo mais comum e ainda o mais utilizado na regido de Trés-os-
Montes, para a preparagéo e/ou producéo de azeitonas de mesa.

Atualmente, o sector da olivicultura, tem assumido um papel de enorme
importancia em Portugal, estendendo-se por, aproximadamente 346 000 hectares de
olival por todo o Continente (INE, 2011), sendo a cultura permanente com maior
expressividade, com especial incidéncia na regido do interior, nomeadamente em Trés-

o0s-Montes.



As azeitonas de mesa sdo um produto cuja produgdo e consumo é amplamente
verificado em todo o mundo. A escala mundial, a producéo de azeitonas de mesa atingiu
um elevado volume e representa uma parte substancial da economia de varios paises.

No que respeita a producédo de azeitonas de mesa em Portugal, segundo os dados
disponiveis do Conselho Oleicola Internacional (COI, 2011), indicam que 0 nosso pais é
0 quarto maior produtor de azeitona de mesa da Unido Europeia, estando atras da
Espanha (maior produtor mundial), da Grécia e Italia. A producdo média anual em
Portugal nos ultimos 10 anos rondou aproximadamente as 12 000 toneladas (Figura 1).

Relativamente, ao consumo deste produto, os dados disponiveis do COI indicam
que na Unido Europeia, Portugal é o quinto pais onde mais se consomem azeitonas de
mesa, com um consumo previsto para o ano de 2011/2012 de cerca de 7 000 toneladas
(COl, 2011). Os dados revelam também que Portugal teve um défice deste produto em
anos anteriores, verificando-se um maior consumo face a produgdo obtida (Figura 1).

Nas ultimas duas décadas tem-se verificado um crescimento progressivo na
producdo mundial de azeitonas de mesa, com uma producdo prevista para este ano
(campanha de 2011/2012) de cerca de 2 565 000 toneladas (COI, 2011).
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Figura 1: Evolugdo da producdo e consumo de azeitonas de mesa em Portugal nos
ultimos dez anos. Adaptado a partir dos dados do COI (2011).



Embora, em Trés-os-Montes exista uma longa tradi¢do associada a producdo de
azeitona de mesa, a informacdo existente acerca deste produto ndo é muito abundante.
Neste sentido, com a realizacdo do presente trabalho pretende-se contribuir para a
caracterizacdo de azeitonas de mesa produzidas artesanalmente na regido transmontana,
no que respeita a composicdo fendlica e a atividade antioxidante e capacidade
antimicrobiana. Os objetivos especificos do trabalho sdo:

e Determinar qualitativamente e quantitativamente o perfil em compostos
fendlicos por HPLC/DAD;

e Proceder a avaliacdo da atividade antioxidante de extratos preparados
desse tipo de azeitonas;

e Avaliar a sua capacidade antimicrobiana sobre microrganismos

patogénicos para 0 Homem;









2.1- Definicao de “Azeitonas de mesa”

Segundo a Norma Portuguesa NP — 3034 (2012), atualmente em preparacdo, e 0
Conselho Oleicola Internacional (COI, 2004), entende-se por “Azeitonas de mesa”, o
produto preparado a partir de frutos sdos da oliveira (Olea europaea L.), escolhidos para
produzir, frutos cujo volume, a forma, a boa proporgéo de polpa em relacdo ao carogo e
as caracteristicas da polpa, nomeadamente, a firmeza da polpa, o sabor, a textura e
facilidade de separacdo do caroco se tornam particularmente adequados para 0 seu
processamento.

Ainda de acordo com as mesmas fontes, as azeitonas sdo submetidas a
tratamentos tecnologicos para remover o amargor natural que possuem e preservadas
por fermentacdo natural ou por tratamento térmico, com ou sem conservantes e
acondicionados com ou sem meio liquido, para assegurar a sua estabilidade e evitar a

deterioracdo do produto final.

2.2- Classificacdo das Azeitonas

As azeitonas de mesa podem ser classificadas sobretudo de acordo com o seu
estado de maturagdo, a sua forma de apresentacdo e ainda pelo processamento
tecnoldgico a que foram submetidas.

No entanto a Norma Portuguesa NP — 3034 (2012) e o COl, que é a entidade que a
nivel internacional regula o sector dos azeites e da azeitona de mesa, apenas consideram
trés tipos de azeitona de mesa, dependendo do seu estado de maturacdo (Tabela 1). Pois
as azeitonas podem apresentar distintas coloracdes, variando desde a cor verde ao
negro-parpura

Por sua vez, e ainda de acordo com a Norma Portuguesa NP — 3034 (2012) e 0
COl, as azeitonas de mesa podem também ser classificadas de acordo com o
processamento tecnolégico que lhe da origem e quanto a sua forma de apresentagédo
(Tabela 1).



Tabela 1: Classificacdo dos tipos de azeitonas de mesa, pelo seu estado de maturacéo,
processamento e forma de apresentacao.

Tipos de Azeitona Classificacéo

Estado de maturacao

Azeitonas verdes Obtidas a partir de frutos colhidos durante o periodo de

amadurecimento, antes de terem a cor rosada, e que

tenham atingido o tamanho normal. A cor do fruto podera
variar de verde a amarelo-palha.

Azeitonas mistas Obtidas a partir de frutos colhidos antes de atingirem a
completa maturacdo. A cor do fruto pode variar desde
tons rosados, violaceos ou esverdeados.

Azeitonas pretas Obtidas a partir de frutos colhidos completamente
maduros ou ligeiramente antes. A cor do fruto pode variar
de avermelhado-escuro a castanho — escuro, passando por
tons violaceos.

Processamento

Azeitonas curadas em Inclui azeitonas verdes, mistas ou pretas, que sdo
salmoura submetidas a um tratamento alcalino e embaladas em
salmoura, onde ocorre uma fermentagdo completa ou
parcial. A sua conservacdo subsequente pode ser
assegurada por adicdo de agentes acidificantes, por
esterilizacdo ou pasteurizacao.
Azeitonas ao natural  Inclui azeitonas verdes, mistas ou pretas, tratadas
em salmoura diretamente com salmoura, onde ocorre uma fermentacéao
completa ou parcial, e conservadas ou ndo por
acidificantes.
Azeitonas escurecidas  Obtidas a partir de frutos que ndo atingiram a maturacéo
por oxidagdo completa e escurecidas mediante oxidagdo apds o
tratamento alcalino. Devem ser acondicionadas em
salmoura e preservadas por esterilizagdo. A sua cor preta

é homogénea.
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Azeitonas desidratas

e/ou enrugadas

Forma de apresentacéo

Azeitonas inteiras

Azeitonas britadas

Azeitonas descarocadas

Azeitonas retalhadas

Azeitonas em quartos

Azeitonas em metades

Azeitonas em rodelas

Azeitonas recheadas

Azeitonas recheadas

em metades

Azeitonas recheadas
em rodelas

Pasta de azeitona

Inclui azeitonas verdes, mistas ou pretas, submetidas ou
ndo a um ligeiro tratamento alcalino. Conservadas em
salmoura ou parcialmente desidratadas com sal seco e /
ou por aquecimento ou qualquer outra aplicacdo de outro

processo tecnolégico.

Frutos com forma natural, ndo descarocados, com ou sem
pedunculos.

Frutos submetidos a um processo mecanico em que a
polpa é aberta sem quebrar o carogo, que permanece
inteiro e intacto no interior do fruto.

Frutos com forma praticamente natural, aos quais lhe foi
retirado o caroco.

Frutos golpeados no sentido longitudinal por cortes na
pele e parte da polpa.

Frutos cortados em quatro partes aproximadamente
iguais, apos serem descarocados.

Frutos descarocados ou recheados, cortados em duas
partes aproximadamente iguais, perpendicularmente ao
maior eixo do fruto.

Frutos descarogados ou recheados, cortados no sentido
transversal em segmentos de espessura regularmente uniforme.
Frutos descarogados e com recheio de um ou mais
ingredientes, nomeadamente, pimenta, cebola, améndoas,
aipo, anchovas, raspas de laranja ou de liméo, avelds, etc..
Frutos recheados ou descarocados, cortados em duas

partes aproximadamente iguais.

Frutos recheados e cortados em fatias sensivelmente com
a mesma espessura.
Somente polpa de azeitona triturada finamente, podendo

ser adicionados outros ingredientes.
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2.3- Tipos de preparacdes

As azeitonas sdo um fruto que necessitam de sofrer um conjunto de modificacbes
fisico-quimicas e microbioldgicas, com o objetivo de as tornar ediveis, mantendo as
caracteristicas proprias do fruto e permitindo a sua conservacdo por um maior periodo
de tempo (Bianchi, 2003). E necesséario remover o amargor e o picante caracteristico
deste fruto fresco, que se deve maioritariamente a presenca do composto fendlico
oleuropeina (Gémez et al., 2006; Ben Othman et al., 2009; Aponte et al., 2010). Assim,
0 processo de fermentacdo a que as azeitonas sdo sujeitas, vai promover modificagdes
no aroma, no sabor e na qualidade do produto final, que se deve predominantemente a
atividade das bactérias lacticas e leveduras presentes no decorrer da fermentagédo
(Bautista-Gallego et al., 2011).

De entre os inumeros processamentos tecnoldgicos conhecidos, destacam-se trés,
pela sua distingdo a nivel internacional: azeitonas de fermentacdo natural, azeitonas
verdes (estilo Espanhol ou Sevilhano) e as azeitonas pretas oxidadas (estilo Californiano

ou Americano).

Nas azeitonas de Fermentacdo natural, os frutos sdo colhidos
independentemente do seu estado de maturacdo (Panagou et al., 2011; Charoenprasert
& Mitchell, 2012), quando tenham atingido o seu tamanho normal e com uma textura
que seja razoavelmente firme, para a realizacdo deste processamento (Figura 2). Depois
da colheita as azeitonas sdo transportadas para uma unidade fabril, onde séo escolhidas,
separando os frutos danificados e os de menor tamanho. Posteriormente, as azeitonas
sdo lavadas com agua para remover a sujidade superficial (Fernandez et al., 1997;
Tassou et al., 2002) e sdo diretamente colocadas em salmoura com uma concentracao de
sal (NaCl) a variar entre 8% a 10% (Tassou et al., 2002; Rejano et al., 2010; Panagou et
al., 2011) ou ligeiramente inferior (6%) em zonas de producao mais frias (Nychas et al.,
2002; Gomez et al., 2006).

De seguida inicia-se 0 processo de fermentacdo “espontanea”, conduzida
maioritariamente por leveduras (Nout & Rombouts, 2000; Oliveira et al., 2004; Piga et
al., 2005; Aponte et al., 2010), mas também por uma microflora de bactérias Gram
negativas e bactérias lacticas (Fernandez et al., 1997; Nout & Rombouts, 2000; Tassou
et al., 2002; Oliveira et al., 2004; Gémez et al., 2006; Aponte et al., 2010; Cardoso et
al., 2010; Panagou et al., 2011).
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O processo de fermentacdo € considerado um processo lento, e s6 é dado como
terminado quando os compostos fermentaveis (principalmente aclcares) se difundem
através da pele da azeitona para o exterior (Cardoso et al., 2010) e quando ocorre a
solubilizacdo da oleuropeina na salmoura, depois de pelo menos oito meses (Gémez et
al., 2006; Cardoso et al., 2010). E de salientar que a hidrdlise do composto oleuropeina
pode ser catalisada quimicamente, tal como, pelo pH &cido que se verifica no processo
de fermentacdo, ou também pela atividade de enzimas, por exemplo a enzima p-
glucosidase (Psani & Kotzekidou, 2006; Gutierrez-Rosales et al., 2010; Charoenprasert
& Mitchell, 2012).

Apos a fermentacdo, as azeitonas pretas podem ser oxidadas por exposicao ao ar,
para ocorrer uma melhoria na sua cor (Gémez et al., 2006), sendo uma fase
desnecessaria para as azeitonas mistas. Esta etapa de exposicdo ao ar, ndo deve exceder
mais de 48 horas, para evitar o enrugamento superficial das azeitonas por desidratacao
(Gémez et al., 2006). Por fim, as azeitonas podem ser classificadas por tamanho e
embaladas numa nova salmoura para posterior comercializacdo (Fernandez et al., 1997).

O produto final mantém ainda um sabor ligeiramente amargo, devido

essencialmente a presenca de polifenois residuais (Panagou et al., 2011).

Colheita

Calibragem e Lavagem

Salmoura (8% a 10% NacCl) e
Fermentacao (8 - 12 meses)

Selecéo e Classificacao

Acondicionamento

Figura 2: Fluxograma do processamento de preparacdo de azeitonas de mesa segundo o
método de fermentacédo natural.
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E de salientar, que a preparacio de produtos vegetais fermentados depende,
essencialmente, da utilizagcdo do sal (NaCl) comum, como o ingrediente principal da
salmoura, porgue reduz a atividade da dgua, aumenta a forca ionica da solucéo, reduz a
solubilidade do oxigénio na agua, inibe a deterioracdo indesejavel e microflora
patogénica, garantindo assim a seguranca microbioldgica do produto final durante o
armazenamento (Panagou et al., 2011).

Assim, de acordo com o estado de maturacdo inicial das azeitonas para este
processo de fermentacdo natural, podem originar azeitonas verdes ao natural, quando as
azeitonas que lhe deram origem sdo colhidas no seu estado de maturacdo inicial,
azeitonas mistas ao natural quando o seu grau de maturacdo nao € tdo homogéneo ou
azeitonas pretas ao natural, quando as azeitonas que Ihe deram origem sdo colhidas num

grau de maturacdo mais avancado.

As azeitonas verdes, também sdo designadas azeitonas verdes curadas em
salmoura e/ou azeitonas verdes Estilo Sevilhano ou Espanhol, cujo diagrama de fluxo

para o presente método de processamento de azeitona estéa descrito na Figura 3.

Colheita e Calibragem

Tratamento Alcalino
(2% a 3,5% NaOH)

Lavagem

Salmoura (8% a 10%
NaCl) e Fermentacao

Selecéo e Classificacao

Descarogamento

Acondicionamen i
condicionamento e/ou Recheio

Acondicionamento

Figura 3: Fluxograma do processamento de preparagédo de azeitonas de mesa segundo o
Estilo Sevilhano ou Espanhol.
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Para este processamento as azeitonas sdo cuidadosamente colhidas quando
apresentam uma cor verde ou amarelo-palha mas tendo atingido o tamanho normal
(Charoenprasert & Mitchell, 2012). Apds a colheita, procede-se ao transporte das
azeitonas para a unidade de processamento, onde os frutos séo escolhidos e calibrados, e
submetidos a um tratamento anaerébio com hidréxido de sodio (NaOH), a variar de 2%
a 3,5% (NaOH em agua, p/v), para remover quimicamente o amargor caracteristico do
fruto fresco (Panagou & Katsaboxakis, 2006; Arroyo-Ldpez et al., 2008; Rejano et al.,
2010). No entanto, a concentragdo de NaOH adequada depende de vérios fatores,
nomeadamente, a temperatura, a cultivar, o grau de maturacdo dos frutos no momento
da colheita (Fernandez et al., 1997; Charoenprasert & Mitchell, 2012). Normalmente,
este tratamento tem a duracédo de algumas horas, de modo que a solucdo de NaOH atinja
cerca de dois tercos da polpa (Parinos et al., 2007).

As azeitonas sdo posteriormente lavadas repetidamente com agua, para eliminar a
solucdo alcalina (De Castro & Brenes, 2001; Montafio et al., 2003; Panagou &
Katsaboxakis, 2006). Durante este passo é removida parte da oleuropeina e 0s seus
produtos de hidrélise, bem como, outros polifendis e aclcares fermentaveis (Fernandez
et al., 1997; De Castro & Brenes, 2001).

Apbs lavagem, os frutos sdo colocados em salmoura, contendo uma concentracao
de NaCl de aproximadamente 10%, momento a partir do qual se inicia 0 processo
fermentacgdo lactica (Fernandez et al., 1997; Nout & Rombouts, 2000; Gémez et al.,
2006; Arroyo-Lopez et al., 2008; Rodriguez-Gomez et al., 2012).

No processo de fermentacdo lactica podem ser reconhecidas quatro fases distintas,
que sdo caracterizadas essencialmente pelo crescimento de diferentes microrganismos.
(Fernandez et al., 1997; Montafio et al., 2003). Inicialmente, as bactérias Gram
negativas, frequentemente membros da familia Enterobacteriaceae, sdo o grupo
dominante da primeira fase da fermentacdo (Fernandez et al., 1997; Panagou &
Katsaboxakis, 2006; Bautista-Gallego et al.,, 2011), mas estas desaparecem
progressivamente quando o pH da salmoura diminui, como consequéncia do seu proprio
metabolismo (Rejano et al., 2010). De fato, a producdo de &cido por estes
microrganismos incentiva o crescimento de Lactobacillus, sobretudo Lactobacillus
plantarum, tornando-se o grupo de microrganismos dominantes no final da fermentacao
(Rejano et al., 2010).
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A presenga de L. plantarum na fermentacdo é essencial para proporcionar a
quantidade de &cido lactico necessario para a conservacdo, bem como para 0 aroma
caracteristico das azeitonas (Vega Leal-Sanchez et al., 2003). Na ultima fase, a
principal espécie presente é a Propionibacterium. Esta quarta fase sé se inicia quando a
maioria dos substratos fermentaveis terminam, levando a formacéo do &cido propionico
e do acido acético a custa do acido lactico, verificando-se o decréscimo do &cido lactico
e consequentemente um ligeiro aumento do pH (Montafio et al., 2003).

E de salientar que o periodo de duracio da fermentacdo depende, essencialmente,
das caracteristicas do tratamento alcalino, da cultivar, da temperatura e da populagéo
microbiana presente (Fernandez et al., 1997).

Por fim, as azeitonas sdo selecionadas e classificadas por tamanhos para serem
seguidamente embaladas. Este tipo de azeitonas pode ser comercializado com diferentes
apresentacdes, desde inteiras, descarogadas ou recheadas com um ou diversos
ingredientes (Gomez et al., 2006) podendo ou ndo ocorrer uma pasteurizacdo para
garantir a preservacdo do produto (Fernandez et al., 1997; Charoenprasert & Mitchell,
2012).

Nas azeitonas pretas oxidadas, ou também conhecidas por Estilo Californiano
ou Americano, cujo diagrama de fluxo para este processamento de azeitona esta
descrito na Figura 4, os frutos sdo colhidos quando a sua cor esta a comecar a mudar,
antes de atingir a sua plena maturacdo (Rejano et al., 2010). Apds a colheita e selecdo as
azeitonas podem ser diretamente submetidas a processamento, ou serem conservadas
por varios meses (2 a 6 meses) sob condi¢Ges anaerdbias numa salmoura com uma
concentracdo de NaCl entre os 5-10%, ocorrendo a fermentacdo, sobretudo devido ao
crescimento de leveduras (Bianchi, 2003; Gomez et al., 2006; Pereira et al., 2006).

Em geral, as azeitonas sdo submetidas a tratamentos continuos, entre dois a cinco
tratamentos, com solucBes de NaOH (hidréxido de sédio entre 1% a 2%), por periodos
de tempo variavel, de modo que se consiga uma penetracdo progressiva da solucao de
NaOH desde a polpa até ao caroco (Fernandez et al., 1997; Rejano et al., 2010). Entre
cada tratamento, as azeitonas sdo suspensas em agua intensamente arejadas por ar
injetado, de modo a oxidar uniformemente as azeitonas (Arroyo-Lépez et al., 2010).

Quanto se alcancar a cor desejada, as azeitonas continuam a ser lavadas para
remover o excesso de NaOH, e baixar o pH da polpa, aproximadamente um pH=8
(Marsilio et al., 2001; Bianchi, 2003; Gomez et al., 2006). Para estabilizar e manter a

16



cor obtida na oxidacdo é adicionado a ultima agua de lavagem, 0,1% de gluconato
ferroso (Rejano et al., 2010), com uma duracdo de aproximadamente 24 horas, embora a
difusdo do ferro na polpa possa estar completa apos 10 horas de contacto (Gomez et al.,
2006).

Por fim, as azeitonas sdo escolhidas, calibradas e embaladas numa salmoura
contendo um teor NaCl entre 1% a 3% e com valores de pH entre 5,8 e 7,9 (Rejano et
al., 2010), podendo ser acondicionadas e comercializadas com diferentes formas de
apresentacdo, como sejam, inteiras, descarocadas e/ou cortadas em fatias (Gomez et al.,
2006). E ainda possivel garantir a sua conservacio através do processo de esterilizagio
(Marsilio et al., 2001; Ghanbari et al., 2012), de modo a impedir o crescimento de

microrganismos patogénicos.

Colheita

Conservagao em salmoura

Tratamentos alcalinos (2 a 5)
(1% a 2% NaOH)

Lavagens com injecéo de ar
entre tratamentos alcalinos

Selegéo e Classificagéo

Acondicionamento Descarocamento

Acondicionamento

Figura 4: Fluxograma do processamento de preparacdo de azeitonas de mesa segundo o
Estilo Californiano ou Americano.

17



2.4- Composi¢ao em compostos fenolicos

Os compostos fendlicos estdo presentes em todas as plantas, sendo produzidos
pelo metabolismo secundario, no entanto a sua concentracdo e natureza dependem em
grande parte da espécie (Ryan et al., 2002; Morelld et al., 2004). Desempenham vérias
funcbes importantes, como sejam, uma melhor adaptacdo e/ou interagdo ao meio
ambiente e participarem em processos responsaveis pela cor, sabor e adstringéncia em
varios alimentos (Soares, 2002; Rodriguez et al., 2009b). Sdo conhecidos como uma
dadiva da natureza e representam uma das classes mais abundantes dos produtos
vegetais naturais, pois para além das suas fun¢des bioldgicas, ainda estdo presentes em
produtos alimentares e em matérias agricolas e florestais (Bondet, 2007).

Os compostos fendlicos, antioxidantes naturais, caracterizam-se por possuirem
atividade antioxidante (Savarese et al., 2007; Rodriguez et al., 2008; Karaosmanoglu et
al., 2010), podendo esta atividade ser tdo ou mais eficiente do que a atividade de outros
antioxidantes, nomeadamente, as vitaminas C e E, ¢ o f-caroteno (Arantes, 2008).

Por essa razdo € que os compostos fendlicos tém ganho um interesse crescente,
devido aos seus beneficios para a saide do Homem, uma vez que podem contribuir para
a reducdo do stress oxidativo diminuindo a probabilidade de ocorréncia de doencas
degenerativas (Owen et al., 2003), como sejam, 0 cancro, a diabetes, doencas
inflamatdrias e cardiovasculares (Rodriguez et al., 2009b). Estes compostos possuem
também propriedades farmacoldgicas (Esti et al., 1998; Savarese et al., 2007) e
demostram ter atividade antimicrobiana, podendo constituir uma alternativa aos
antibidticos e conservantes quimicos (Pereira et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Sousa et
al., 2008).

Os produtos e subprodutos da oliveira, principalmente as azeitonas, tém sido alvo
de volume significativo de investigacdo. As azeitonas sdo um fruto que possui um
complexo perfil fendlico, uma vez que os dados relatados indicam quantidades
apreciaveis de compostos fendlicos (Cardoso et al., 2005), com um papel muito
importante nas suas propriedades quimicas, organoléticas e nutricionais (Rodriguez et
al., 2008; Ben Othman et al., 2009). Em geral, a localizacdo dos compostos fenolicos
nas azeitonas encontra-se sobretudo na pele e em redor do caroco (endocarpo)
(Charoenprasert & Mitchell, 2012).

Os polifendis ou fenais livres e os seus glucdsidos representam 1 a 3% do peso da

azeitona fresca e as classes mais importantes de compostos fendlicos presentes na
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azeitona, incluem os alcoois fendlicos, os secoiridoides, os flavonoides e os &cidos
fendlicos (Owen et al., 2000; Vinha et al., 2005; Tokusoglu et al., 2010; Charoenprasert
& Mitchell, 2012; Ghanbari et al., 2012). No entanto, os principais polifendis presentes
nas azeitonas ndo processadas sdo o secoiridoide oleuropeina, o hidroxitirosol e tirosol
(Conde et al., 2008).

Os compostos hidroxitirosol  (3,4-dihidroxifeniletanol) e o tirosol (p-
hidroxifeniletanol) pertencem a classe dos alcoois fenolicos (Romero et al., 2002a),
sendo 0s compostos mais abundantes presentes em azeitonas de mesa e azeite (Tripoli et
al., 2005; Rodriguez et al., 2009a). O hidroxitirosol é produzido a partir da hidrolise da
oleuropeina, enquanto que o tirosol é um produto formado por hidrolise do ligstrosideo
(Charoenprasert & Mitchell, 2012). Estes sdo alguns dos compostos fendlicos que
contribuem para a adstringéncia da azeitona e conferem resisténcia a oxidacdo quer em
azeites quer em azeitonas de mesa (Singh et al., 2006).

O teor em tirosol e hidroxitirosol aumenta durante a maturacdo da azeitona
(Boskou et al., 2006), sendo o ultimo o composto maioritario presente nas azeitonas
mais maduras (Romero et al., 2002a). E de salientar que o nivel de hidroxitirosol em
azeitonas processadas pode ser considerado elevado com um valor aproximado de 4
0/kg (peso seco) (Charoenprasert & Mitchell, 2012).

No que respeita a classe dos secoiriddides, 0s compostos mais comuns Sdo a
oleuropeina, o ligstrosideo e a demetiloleuropeina. A oleuropeina é um éster que €
constituida por hidroxitirosol e acido elendlico, por outro lado o ligstrosideo é um éster
que é composto por tirosol e &cido elendlico (Charoenprasert & Mitchell, 2012).

A oleuropeina é o principal secoiriddide presente nas azeitonas verdes, e contribui
significativamente para o amargor caracteristico da azeitona (Romero et al., 2004a;
Silva et al., 2006). Este composto apresenta aproximadamente um teor de 14% do peso
seco das azeitonas verdes, contudo, durante a maturagdo do fruto sofre hidrdlise (Silva
et al., 2006), e sua concentracdo diminui (Boskou et al., 2006). Caso a oleuropeina sofra
uma quebra da ligacdo éster dara origem a hidroxitirosol e oleosido 11-metil ester,
enquanto se houver uma quebra da ligagdo glicosidica, formar-se-do oleuropeina
aglicona e glucose (Manna et al., 2004; Charoenprasert & Mitchell, 2012), dai haver
uma reducdo da adstringéncia do fruto, uma vez que estes compostos formados nédo
possuem essa caracteristica, exceptuando a oleuropeina aglicona.

De acordo com trabalhos publicados, alguns derivados do composto fenolico

oleuropeina tém sido identificados em cultivares portuguesas sobretudo o acido
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elendlico, demetiloleuropeina e oleuropeina aglicona (Vinha et al., 2005). No entanto, o
composto demetiloleuropeina pode ser indicado como um marcador quimico, uma vez
que ndo esta presente nas azeitonas de todas as cultivares de oliveira (Charoenprasert &
Mitchell, 2012).

A presenca do composto fendlico verbascosideo em azeitonas, tem sido
mencionado como sendo um derivado do &cido hidroxicindmico (Blekas et al., 2002;
Ghanbari et al., 2012).

A incidéncia dos compostos fenolicos, oleuropeina, demetiloleuropeina e
verbascosideo tém sido relatados como estando presente em todas as partes da azeitona,
mas em maior abundancia na polpa (Tripoli et al., 2005).

Outra classe importante dos compostos fendlicos sdo os flavondides, que
constituem o grupo mais comum de compostos polifendlicos na dieta humana, com
mais de 1600 tipos (Charoenprasert & Mitchell, 2012). Nas azeitonas de mesa, 0s
flavondides mais representativos sdo a luteolina 7-O-glucdésido, a rutina, a apigenina 7-
O-glucosido, a luteolina e as antocianinas, cianidina 3-O-glucosido e cianidina 3-O-
rutinosido (Blekas et al., 2002; Ghanbari et al., 2012) (Tabela 2).

Os é&cidos fenolicos sdo as formas mais simples de compostos fendlicos na
azeitona (Soares, 2002). Estes compostos podem ser divididos em &cido
hidroxibenzdico, que inclui o acido siringico, o acido vanilico e o acido galico, e em
acido hidroxicinamico que compreende o acido cafeico, o acido fertlico e o acido
sindpico (Ghanbari et al., 2012). De entre, a diversa gama de &cidos fendlicos
mencionados, os encontrados em niveis consideraveis em azeitonas ndo processadas,
foram o &cido cafeico e o acido p-cumarico (Blekas et al., 2002)

Em suma, na tabela 2, sdo apresentados alguns compostos fendlicos que foram
identificados, de uma maneira geral nas azeitonas, contudo os perfis fenolicos das
azeitonas podem variar qualitativa e quantitativamente, dependendo de diversos fatores
(ver ponto 2.5).
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Tabela 2 Principais classes de compostos fenélicos identificados em azeitonas. *

Compostos fendlicos

. ) ] Hidroxitirosol (3,4 dihidroxifeniletanol)
Alcoois fenolicos ] ) o
Tirosol (p- hidroxifeniletanol)

Rutina

Flavonoides Luteolina 5-glucésido
Luteolina 7-O-glucdésido
Apigenina 7-O-glucosido

Acido clorogénico
Acido cafeico
Acido protocatecuico
Acido vanilico
Acidos fendlicos Acido ferlico
Acido benzoico
Acido cinamico
Acido galico

Acido p-cumérico

S Oleuropeina
Secoiridoides ) .
Demetiloleuropeina

Derivado acido Hidroxicinamico Verbascosideo

2 (Adaptado a Ghanbari et al., 2012)

2.5- Fatores que influenciam a composi¢do em compostos fendlicos

As azeitonas sdo um fruto com um perfil fendlico muito complexo, que varia quer
em qualidade quer em quantidade (Ben Othman et al., 2009), uma vez que pode ser
fortemente afetado por diversas variaveis intrinsecas e extrinsecas, sendo que 0s
considerados mais importantes séo a cultivar (Esti et al., 1998; Brenes et al., 1999;
Romero et al., 2004a; Vinha et al., 2005), o tipo de processamento utilizado (Romero et
al., 2004a; Ben Othman et al., 2009) e o grau de maturacdo dos frutos (Aponte et al.,
1986; Morrell6 et al., 2004; Conde et al., 2008; Damak et al., 2008).

21



2.5.1- Cultivar

Ha alguns fatores particulares que podem afetar as proprias caracteristicas fisico-
quimicas das azeitonas pertencentes a diferentes cultivares, como sejam, o local de
plantacdo, a idade da oliveira, as caracteristicas edafoclimaticas, o ataque de pragas, 0s
métodos de poda utilizados, o0 processo de colheita (mecénico ou manual) e estado de
maturacdo do fruto (Ferndndez et al., 1997; Bianchi, 2003). Ainda o facto de as
cultivares serem importadas ou autoctones, influencia as propriedades fisicas e quimicas
do fruto, uma vez que as cultivares autdctones tém uma melhor adaptacéo as condi¢des
ambientais locais (Fernandez et al., 1997).

Outro fator que pode influenciar o teor de compostos fendlicos € o estado de
maturacdo da azeitona. Cultivares de maturacdo tardia podem ser responsaveis pela
presenca da oleuropeina nas azeitonas no momento da colheita e consequentemente
estar prevista a sua presenca nas azeitonas de mesa, no momento do consumo. Tal facto
verificou-se na analise de azeitonas de mesa do tipo “alcaparras”, onde foi identificado e
quantificado, embora em quantidades vestigiais, a oleuropeina (Malheiro et al., 2011),
numa cultivar de maturacao tardia, a Cv. Verdeal Transmontana.

Assim sendo, os frutos pertencentes a diferentes cultivares, apresentam diferencas
consideraveis, quer na sua morfologia, quer na sua composicdo quimica, 0 que remete
para que alguns produtores de azeitonas tenham o conhecimento de quais as cultivares
que sdo mais adequadas para a producdo de azeitonas de mesa, enquanto outras séo
mais usadas para a producéo de azeite (Vinha et al., 2005).

Alguns estudos tém sido feitos no sentido de verificar quais 0s compostos
fenolicos identificados e quantificados em diferentes cultivares, uma vez que a
expressao de compostos fenolicos nas azeitonas é predominantemente conduzida por
fatores genéticos, levando a existir grandes diferencas na concentracdo de fendis entre
cultivares (Charoenprasert & Mitchell, 2012; Ghanbari et al., 2012).

Ao analisar a concentragdo de compostos fenodlicos individuais em cultivares
Gregas, Italianas, Portuguesas e Espanholas, os niveis de hidroxitirosol e seus derivados
em azeitonas frescas maduras adequadas para a producéo de azeitonas de mesa foram
diferentes, a variar de 100 a 430 mg/kg e 3670 a 5610 mg/kg, respetivamente, e o teor
do tirosol e tirosol 1-O-glucésido a variar de 30 a 160 mg/kg e de 170-260 mg/kg,
respetivamente, mostrando a variabilidade destes compostos entre cultivares (Blekas et
al., 2002).
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Sivakumar et al. (2005) ao estudarem a composicdo fendlica na polpa de
azeitonas em trés cultivares Italianas (Cassanese, Coratina e Carolea), revelaram que a
cultivar Coratina continha um maior teor de oleuropeina (14,6 mg/kg),
comparativamente com as restantes.

Também em cultivares Portuguesas foram estudados os compostos fendlicos
presentes na polpa de azeitonas por Vinha et al. (2005). Estes autores verificaram que as
concentracdes destes compostos, essencialmente 0s compostos mais abundantes entre
amostras, variaram consideravelmente entre cultivares, nomeadamente, o teor em
oleuropeina a variar de 388 a 21681 mg/kg (peso fresco) e os niveis de hidroxitirosol
compreendidos entre 397 a 71354 mg/kg. Ao comparar o conteldo de oleuropeina
obtido por Vinha et al. (2005), face a outros trabalhos publicados, os valores sdo
superiores comparativamente com as cultivares Italianas relatadas por Esti et al. (1998),
mas um menor teor para cultivares Francesas referido por Amiot et al. (1986). A
concentracdo do composto fendlico verbascosideo mostrou igualmente diferencas entre
as cultivares Portuguesas e as cultivares Italianas.

Romero et al. (2002b), ao estudarem a polpa de azeitona de trés cultivares
espanholas, também observaram diferencas na composicdo de compostos fenélicos. O
hidroxitirosol-4-4-D-glucésido foi o composto fendlico predominante, com diferentes
concentracdes entre cultivares. Do mesmo modo, os niveis de oleuropeina e
hidroxitirosol apresentaram igualmente diferencas nas cultivares estudadas, variando de
5 a 48 mmol/kg peso seco e de 4 a 17 peso mmol/kg de peso seco, respetivamente. O
contetdo de verbascosideo também exibiu diferencas entre as cultivares, variando de
0,03 mmol/Kg de peso seco a 0,37 mmol/kg de peso seco. Entre as antocianinas
identificadas, a cianidina 3-O-glucésido e cianidina 3-O-rutindsido foram as Unicas
detetadas em todas as cultivares estudadas

Malheiro et al. (2011) ao estudarem azeitonas de mesa do tipo “alcaparras”
(azeitonas de mesa descarocgadas) de diferentes cultivares, verificaram distintos perfis
fenolicos entre os onzes compostos fendlicos identificados, nos quais 0s mais
abundantes foram o hidroxitirosol, o tirosol e o verbascosideo, embora a percentagem
destes compostos variou dependendo da cultivar.

Esti et al. (1998), obtiveram um perfil fenolico com teores variaveis dependendo

da cultivar, nomeadamente para 0s compostos rutina e luteolina 7-O-glucoésido.
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Em suma, o fator cultivar parece desempenhar um papel importante na
composi¢do fenodlica das azeitonas, revelando que cada cultivar possui um perfil

fenolico caracteristico (Romero et al., 2004a).

2.5.2- Processamento tecnoldgico

Durante o processamento tecnoldgico a que as azeitonas sao sujeitas, podem
ocorrer um conjunto de alteracGes que afetam as propriedades organoléticas e fisico-
quimicas do fruto (Romero et al., 2004a). Pois a azeitona tal como € colhida da arvore,
ndo se encontra apta para ser consumida, sendo necessario que ocorram no fruto uma
série de transformac@es, que levem a diminuicdo ou remocdo total da adstringéncia
caracteristicas dos frutos frescos (Ciafardini et al., 2005; Owen et al., 2003; Parinos et
al., 2007). A presenca do amargor deve-se essencialmente ao elevado teor em
compostos fenolicos, maioritariamente a oleuropeina (Goémez et al., 2006; Parinos et
al., 2007), composto que é reduzido e/ou eliminado apds o processo de fermentacédo
(Ben Othman et al., 2009).

Os principais métodos de processamento, fermentagdo natural, estilo Espanhol ou
Sevilhano e estilo Californiano ou Americano, sdo utilizados com o objetivo de remover
0 amargor das azeitonas, tornando-as ediveis. No entanto estes métodos nao s6 afetam
os teores de oleuropeina, mas também as concentracbes dos outros compostos fenélicos
presentes no produto final (Charoenprasert & Mitchell, 2012). Dai a concentracdo e o
tipo de compostos fendlicos presentes nas azeitonas frescas diferirem bastante das
azeitonas fermentadas e tratadas.

Em estudos realizados sobre a influéncia do processamento na composicdo
fendlica das azeitonas, Marsilio et al. (2005) verificaram que em azeitonas da mesma
cultivar em estados de maturacdo semelhantes quando sujeitas quer a fermentagéo
natural quer a preparacdo de azeitonas estilo Sevilhano, ocorre uma perda no teor em
compostos fendlicos totais. Estes autores registaram que em azeitonas frescas o teor em
compostos fenolicos inicialmente era de 5138 mg/kg, e apods 5 meses de fermentacéo,
diminuiram para 2513 mg/kg em azeitonas processadas por fermentacdo natural, e 448

mg/kg, nas azeitonas de estilo Sevilhano.
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Também Romero et al. (2004a) chegaram a conclusGes semelhantes no que
respeita a comparacdo entre azeitonas de fermentacdo natural e azeitonas pretas
oxidadas (Estilo Californiano).

Ben Othman et al. (2009) ao estudarem a evolucdo dos compostos fendlicos
durante a fermentacdo esponténea e fermentacdo controlada de azeitonas da cultivar
“Chétoui” em trés graus de maturacgdo distintos, verificaram que 0 composto fenolico
oleuropeina, que foi 0 mais abundante nas azeitonas verdes frescas (266 mg/100g de
peso seco), diminuiu apds os processos de fermentacdo. Contudo, foi notdério o aumento
nos teores de hidroxitirosol, devido a hidrolise da oleuropeina, e do acido cafeico
formado pela degradacio do composto verbascosideo. E de salientar, que durante o
periodo de fermentacdo espontanea e fermentacdo controlada (fermentacdo natural)
ocorreu uma perda significativa de compostos fendlicos totais, essencialmente devido a
difusdo dos compostos para a salmoura (Ben Othman et al., 2009).

A perda dos compostos fendlicos durante a fermentacdo é também devido, ao
facto das azeitonas ndo terem sido sujeitas a qualquer tratamento quimico antes de
serem colocadas em salmoura (Cardoso et al., 2010).

Também, ao analisar o processo de fermentacdo natural, Romero et al. (2004b)
observaram que no inicio da fermentacdo das azeitonas pretas, os compostos fenélicos
mais abundantes eram hidroxitirosol-4-B-glucosido, a oleuropeina, o hidroxitirosol, o
tirosol e o verbascosideo. Contudo, ap6s um ano de fermentacdo natural, houve uma
alteracdo nesta composicdo fenolica, sendo o hidroxitirosol o principal composto
fendlico presente.

No processamento de azeitonas verdes, ou estilo Espanhol, também é notavel a
diminuicdo da concentracdo dos compostos fendlicos. Brenes et al. (1995) verificaram
que o contetido de oleuropeina diminui durante o processamento, por hidrolise das suas
formas glucosiladas com hidréxido de sdédio (NaOH), originando o composto
hidroxitirosol (De Castro & Brenes, 2001). Durante este processamento também levou a
diminuicdo dos teores de alguns compostos fendlicos, nomeadamente, a rutina e
luteolina 7-O-glucosido e o hidroxitirosol foi 0 composto mais abundante nas amostras
(Brenes et al., 1995).

Relativamente ao processamento de azeitonas pretas oxidadas (estilo
Californiano), as azeitonas ao poderem ser conservadas antes do processamento por
varios meses numa solucgdo de salmoura, esta conservagdo em salmoura pode influenciar

o0s niveis dos compostos fenolicos, nomeadamente, de oleuropeina (Charoenprasert &
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Mitchell, 2012). Marsilio et al. (2001) em azeitonas apds 4 meses de fermentagcdo em
salmoura, observaram que 0s niveis de oleuropeina diminuiram de 1650 para 10
mg/100g de peso seco, devido essencialmente, a atividade microbiana, a hidrolise acida
e/ou a difusdo de oleuropeina e seus produtos de hidrélise para a salmoura.

Neste tipo de processamento, o0s tratamentos alcalinos aerdbios resultam num
escurecimento dos frutos e consequentemente a um decréscimo dos compostos
fenolicos, com perda de valor nutricional (Marsilio et al.,, 2001). Os flavonodides
(luteolina 7-O-glucosido e rutina) e o acido vanilico que estavam presentes nas
azeitonas frescas em baixas quantidades, desapareceram durante o processo de
fermentagdo. Paralelamente, foi observado um aumento do composto tirosol e do
hidroxitirosol, durante o processo fermentativo (Marsilio et al., 2001). No entanto, a
concentracdo de verbascosideo é mais estavel ao longo da fermentagdo em salmoura
(Charoenprasert & Mitchell, 2012).

Foi igualmente demonstrado, que as azeitonas pretas oxidadas possuem um menor
conteddo em compostos fenolicos, comparativamente com as azeitonas tratadas por
fermentacdo natural (Romero et al., 2004a). Assim, parece evidente que o método
Californiano € o mais drastico para a concentracdo em compostos fenolicos.

Para além do tipo de processamento, Romero et al. (2004a) também
demonstraram que a forma de apresentacdo das azeitonas afeta a composicdo fendlica,
uma vez que, a concentracdo de polifendis nas azeitonas recheadas foi menor do que nas
azeitonas sem carogo.

Embora que nos diversos tipos de processamento se tenha verificado a eliminagéo
ou remoc¢do do composto oleuropeina, que se deve predominantemente a difusdo para a
salmoura, no entanto, também € devido a presenca de bactérias lacticas que promovem a
hidrélise das formas glucosiladas da oleuropeina através da enzima B-glucosidase,
produzida pelo Lactobacillus plantarum (Ben Othman et al., 2009). Por esse facto é que
se verifica um aumento nos teores de hidroxitirosol em todos 0s processamentos,
formado a partir da hidrolise da oleuropeina.

Assim, para preservar a qualidade das azeitonas de mesa, é necessario controlar o
processamento tecnoldgico a utilizar, de forma a minimizar a perda de compostos
fendlicos (Ben Othman et al., 2009).
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2.5.3- Estado de maturacéo

Com o avancar da maturacéo, as azeitonas exibem um conjunto de alteracdes, ao
nivel do tamanho, cor, textura, sabor e também na composi¢cdo quimica. Este
desenvolvimento do fruto é uma combinacao de rea¢des bioquimicas e fisioldgicas que
dependem das condicdes do ambiente e das caracteristicas genéticas da cultivar
(Morelld et al., 2004; Conde et al., 2008).

Durante a fase de maturacdo é necessario estimar o momento étimo de colheita,
pois € nesse periodo que a azeitona tem o perfeito equilibrio, ndo sé a nivel nutricional,
mas também apresenta uma maior concentracdo de fendis totais, que se alteram
drasticamente a medida que o estado de maturacdo progride (Conde et al., 2008).

Alguns trabalhos tém sido publicados, no sentido de verificar as alteracGes
quantitativas e qualitativas que ocorrem no perfil fendlico da azeitona durante a
maturacdo (Amiot et al., 1986; Morell6 et al., 2004; Damak et al., 2008),
particularmente sobre as mudancas no teor de oleuropeina (Morell6 et al., 2004; Malik
et al., 2006).

No desenvolvimento da azeitona, s&o normalmente identificadas trés fases, uma
primeira fase de crescimento, durante a qual ocorre a acumulacdo do composto fendlico
oleuropeina, podendo representar até 14% do peso seco das azeitonas (Ghanbari et al.,
2012). Outra fase é caracterizada pelo desenvolvimento onde ocorre uma reducdo nos
niveis de clorofilas e da oleuropeina, e por fim, a fase de maturagdo que é caracterizada
pelo aparecimento de antocianinas (Omar, 2010), ou seja, estas sofrem uma mudanca de
cor verde para negro-purpura, que é consequéncia do aumento das antocianinas,
principalmente cianidina 3-O-glucosido e cianidina 3-O-rutinésido (Romero et al.,
2004b; Vinha et al., 2005). Ainda, nesta ultima fase de maturacdo verifica-se o
aparecimento de flavonoides, luteolina 7-O-glucésido, quercetina 3-O-rutinésido, sendo
estes 0s mais abundantes na polpa de azeitona madura (Charoenprasert & Mitchell,
2012). Os niveis de oleuropeina continuam a diminuir (Omar, 2010), verificando-se a
sua auséncia em algumas azeitonas, principalmente em azeitonas pretas (Bianchi, 2003).
A reducdo da concentracdo de oleuropeina € acompanhada pelo aumento dos seus
derivados, a demetiloleuropeina e glucdsido do acido elendlico (Ghanbari et al., 2012).

Ben Othman et al. (2009) ao analisarem azeitonas de mesa em trés estados de
maturacgdo distintos, verificaram que as azeitonas verdes revelaram um maior contetdo

fenolico total (652 mg/100g de peso seco), seqguido das azeitonas mistas (384 mg/100g
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de peso seco) e depois as azeitonas pretas (311 mg/100g de peso seco). Confirmando
que o teor em fendis totais dependente do estado de maturagdo, que diminuem com o
desenvolvimento da azeitona (Amiot et al., 1986).

Em outro estudo realizado por Damak et al. (2008), verificaram igualmente que o
teor de oleuropeina diminuiu & medida que progredia o periodo de maturacdo, sendo a
sua concentracdo elevada em azeitonas verdes, com um teor de 17 e 8,18 g/kg, para a
amostra colhida no inicio de Setembro e Outubro, respetivamente. Porém, a
concentracdo de oleuropeina diminui progressivamente durante a maturacédo atingindo
um teor de 7,45 g/kg em Fevereiro e 2,25 g/kg em Marc¢o do ano seguinte. Neste estudo,
Damak et al. (2008) também verificaram que o hidroxitirosol foi o segundo composto
fenolico mais abundante s6 que inesperadamente, a sua concentracdo diminui apés a
colheita.

No entanto, estudos anteriores sugerem que a concentragdo em hidroxitirosol
aumenta com a maturagéo do fruto (Romero et al., 2004b), tornando-se o hidroxitirosol
0 composto maioritario nas azeitonas pretas maduras (Romero et al., 2004a). A
concentracdo dos compostos verbascosideo e tirosol também aumentam durante a
maturacgdo do fruto (Romero et al., 2004b; Gomez-Rico et al., 2008; Ben Othman et al.,
2009).

2.6- Atividade Bioldgica

As azeitonas de mesa sdo bem conhecidas pela sua fonte em compostos,
nomeadamente compostos fenolicos, que detém de propriedades biologicas muito
importantes (Ryan et al., 2002; Silva et al., 2006; Savarese et al., 2007), como sejam
propriedades antioxidante (Owen et al., 2003; Pereira et al., 2006; Ben Othman et al.,
2009; Pereira-Caro et al., 2009; Malheiro et al., 2011) e antimicrobianas (Pereira et al.,
2006; Sousa et al., 2006; Medina et al., 2007), entre outras.

2.6.1- Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo caracterizados como substancias capazes de retardar ou
inibir a oxidacdo de alguns substratos oxidaveis (MacDonald-Wicks et al., 2006), por

inibicdo da formagdo de radicais livres e a eliminagéo de radicais importantes, atraves
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da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, levando a interrupcéo da reacéo
em cadeia (Soares, 2002). Os radicais livres sdo produzidos, durante o metabolismo
celular, na maior parte das vezes sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Bian & Jiang, 2009). As espécies reativas de oxigénio, quando presentes em baixas
concentracOes, podem ser benéficas para as células, estando envolvidas em algumas
fisiopatologias humanas (Laguerre et al., 2007). No entanto, pode ocorrer um
desequilibrio entre a producdo de ROS e os antioxidantes, cujo esse desequilibrio
denomina-se stress oxidativo (Laguerre et al., 2007).

Assim sendo, os antioxidantes presentes na nossa dieta assumem uma grande
importancia como possiveis agentes protetores que ajudam o corpo humano na reducéao
dos danos oxidativos. Existem assim, alguns antioxidantes dietéticos naturais, que
incluem as vitaminas E e C, os carotenoides e 0s compostos fenolicos (Huang et al.,
2005; Laguerre et al., 2007).

No que respeita aos compostos fendlicos, estes sdo considerados antioxidantes
naturais, pois sao substancias biologicamente ativas (Siger et al., 2012), e estdo em
grande abundancia na nossa dieta (Boskou et al., 2006; Manach et al., 2006). Os
polifendis tém recebido muita atencdo da comunidade cientifica pelos seus efeitos
biol6gicos, estando a sua actividade antioxidante associada a prevencdo do stress
oxidativo (Uccella, 2001; Huang et al., 2005; Cardinali et al., 2012; Ghanbari et al.,
2012), menores riscos de alguns tipos de cancro e doencas coronarias (Simopoulos,
2001; Tapiero et al., 2002), na modulacédo da atividade de algumas enzimas especificas,
bem como no seu potencial como agente antibidtico, antialérgico e anti-inflamatério
(Tapiero et al., 2002; Manach et al., 2006). Na avaliacdo da capacidade antioxidante dos
polifendis, é verificada uma protecéo na oxidacédo de lipoproteinas de baixa densidade e
alteracdes oxidativas, devidas aos radicais livres e outras espécies reativas (Roche et al.,
2005; Boskou et al., 2006).

Nesse sentido, nos ultimos anos tem aumentado consideravelmente o interesse em
antioxidantes naturais (Siger et al., 2012), principalmente na inddstria alimentar, que
estd a exigir novos e poderosos antioxidantes naturais com propriedades funcionais
comprovadas para melhorar a qualidade nutricional dos géneros alimenticios. Assim,
conduz a possibilidade de se reduzir, principalmente a nivel industrial, o uso de
antioxidantes sintéticos, por compostos antioxidantes de origem natural que sdo uma
possivel fonte alternativa de compostos bioativos (Laguerre et al., 2007). A azeitona

possui na sua composicdo uma fonte valiosa de compostos, como os carotenoides,
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tocoferois, flavonodides e compostos fendlicos (Savarese et al., 2007), que estdo entre 0s
antioxidantes naturais mais estudados, com uma atividade biol6gica importante, que lhe
confere propriedades antioxidantes (Ben Othman et al., 2009).

Em estudos realizados acerca da atividade antioxidante das azeitonas de mesa,
Owen et al. (2003) investigaram a capacidade antioxidante em dois tipos de azeitonas
de mesa Italianas (preta e verde) tratadas em salmoura. Verificaram que as azeitonas
verdes apresentaram um menor teor em compostos fenolicos, e consequentemente uma
menor atividade antioxidante, quando comparada com as azeitonas pretas que revelaram
concentragbes mais elevadas de compostos fendlicos, nomeadamente, tirosol,
hidroxitirosol e flavondides (apigenina e luteolina), apresentando assim um maior
potencial antioxidante.

Em azeitonas de mesa de cultivares portuguesas, processadas por diferentes
processos tecnoldgicos, Pereira et al. (2006) verificaram que o processamento influi na
atividade antioxidante. As azeitonas de mesa de fermentagdo natural apresentaram
maior contedo em compostos fendlicos e maior atividade antioxidante, por outro lado
as azeitonas pretas oxidadas (Estilo Californiano) apresentaram menor teor em
compostos fendlicos e respetivamente, um menor potencial antioxidante (Pereira et al.,
2006).

Também em cinco tipos de azeitonas de mesa Gregas, com diferentes estados de
maturacdo, foi investigada a capacidade antioxidante por Boskou et al., (2006). Estes
autores verificaram que o contetdo quantitativo e qualitativo em polifendis variou
consoante o tipo de azeitona de mesa, o que influenciou na atividade antioxidante.

No mesmo sentido, Sousa et al. (2008) e Malheiro et al. (2011), também
avaliaram a atividade antioxidante das azeitonas de mesa do tipo “alcaparras” (azeitonas
de mesa descarocadas), onde verificaram que o processamento tecnoldgico, bem como
as cultivares usadas influenciaram a atividade antioxidante das azeitonas de mesa.

Na avaliacdo dos processos de fermentacdo espontanea (fermentacdo natural) e
fermentagdo controlada em azeitonas de mesa, Ben Othman et al. (2009) concluiram
que o processamento influi no teor em compostos fendlicos e consequentemente no
potencial antioxidante.

Embora, existam alguns trabalhos sobre a composicdo quantitativa e qualitativa
dos compostos fendlicos nas azeitona de mesa (Romero et al., 2002c; Pereira et al.,
2006; Sousa et al., 2006; Malheiro et al., 2011), ndo se conhece informagéo acerca das

azeitonas de mesa Transmontanas. E de salientar que o potencial antioxidante das
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azeitonas de mesa pode ser influenciado pelos processamentos tecnoldgicos utilizados
na producdo das azeitonas e pela cultivar, uma vez que ha perda e/ou alteracdo do

conteddo em compostos fenolicos (Soler-Rivas et al., 2000).

2.6.2- Atividade antimicrobiana

Para além da atividade antioxidante, varios estudos demonstraram a atividade
antimicrobiana dos compostos fenolicos (Proestos et al., 2005; Pereira et al., 2006;
Sousa et al., 2006; Pereira et al., 2007; Malheiro et al., 2012), podendo ser uma
alternativa aos antibidticos e conservantes quimicos (Oliveira et al., 2008).

Nesse sentido, tém-se verificado um enorme interesse noOS recursos
antimicrobianos naturais (Medida et al., 2007), devido, essencialmente, a pressao por
parte do consumidor e a necessidade de se encontrar e/ou desenvolver novos agentes
antimicrobianos, face ao aumento dos casos de resisténcia aos antibioticos (Sousa et al.,
2006; Oliveira et al., 2008). Também o elevado interesse nos compostos
antimicrobianos naturais, esta intimamente relacionado com a diminuicdo do uso
expandido de medicamentos imunossupressores e do aumento nas infe¢fes bacterianas
(Paudel et al., 2011).

Alguns relatos tém sido publicados sobre as propriedades antimicrobianas de
produtos naturais, nomeadamente, da azeitona, que tem sido amplamente estudada, face
aos compostos fendlicos que a constituem. Pois sdo componentes de grande
importancia, juntamente responsaveis ndo sé pelas caracteristicas fisicas, mas também
pela capacidade antioxidante e a atividade antimicrobiana (Malheiro et al., 2011).
Também, a atividade antimicrobiana de produtos e sub-produtos da oliveira tem sido
estudada (Furneri et al., 2002).

Em azeitonas de mesa portuguesas, Pereira et al. (2006) investigaram a atividade
antimicrobiana presente nos extratos das azeitonas e verificaram que 0s extratos inibiam
0 crescimento das bactérias Bacillus cereus, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

Em outros estudos incididos sobre a atividade antimicrobiana de azeitona de mesa
do tipo “ alcaparras” (azeitonas de mesa descarocadas), Sousa et al. (2006) observaram
gue os extratos deste tipo de azeitonas, também inibiam o crescimento dos
microrganismos B. cereus, B. subtilis, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e K.

pneumoniae.
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Faiza et al. (2011), estudaram a atividade antimicrobiana em azeitonas da Argélia,
e verificaram que os extratos analisados demostraram ter atividade antibacteriana e
antifangica contra bactérias patogénicas e fungos. No entanto, todos os extratos
apresentaram bons efeitos inibidores em relacdo a E. coli e B. cereus.

Contudo, os compostos fendlicos individuais presentes nas azeitonas, também tém
revelado propriedades antimicrobianas, particularmente o composto hidroxitirosol
(Bisignano et al., 1999; Medina et al., 2007) e oleuropeina (Bisignano et al., 1999;
Furneri et al., 2002). Em estudos realizados, Bisignano et al. (1999) verificaram que o
composto hidroxitirosol e a oleuropeina inibiram o crescimento de bactérias,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio
parahaemolyticus e S. aureus. Furneri et al. (2002), verificaram que 0 composto
oleuropeina presente nas azeitonas de mesa, inibiram o crescimento de Mycoplasma
hominis, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma pneumoniae e Mycoplasma piru.

Outros trabalhos publicados, também demonstraram que os compostos fendlicos
hidroxitirosol e a oleuropeina, podiam ter acdo na inibicdo ou atraso na taxa de
crescimento de alguns agentes patogénicos presentes no trato gastrointestinal e no
sistema respiratdrio, nomeadamente a Salmonella typhi, S. aureus, Vibrio cholerae e
Vibrio alginoliticus (Briante et al., 2004).

As azeitonas de mesa e 0s seus compostos fenolicos podem ser considerados bons
candidatos, como agentes antimicrobianos, para aplicar contra bactérias responsaveis
por infecdes gastrointestinais e infecBes respiratorias no ser humano (Pereira et al.,
2006).
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3.1- Caracterizacgdo das amostras e amostragem

As amostras utilizadas para o presente trabalho foram recolhidas em produtores
artesanais na regido de Tras-os-Montes em Janeiro de 2011. Na Figura 5 encontram-se
em realce os concelhos onde ocorreu a recolha de amostras.

As primeiras amostras foram colhidas em produtores de localidades pertencentes
ao concelho de Mirandela, nomeadamente Vale de Gouvinhas, Lilela (Valpacos),

Succdes e em Mirandela (Figura 5, Tabela 3).

[ concelho de Valpagos
] Concelho de Mirandela

El Concelho de Moncorvo

Rawva de Aguiar
Pera

Taots Marty

Torrede
Moncorvo

Figura 5: Area geografica dos concelhos de Tras-os-Montes onde se recolheram as
amostras de azeitonas de mesa.

Nesta fase de colheita foram recolhidas vinte e duas amostras, maioritariamente
pertencentes a cultivar Cobrangosa, sendo que apenas uma amostra pertenceu a cultivar
Negrinha de Freixo, recolhida no produtor de Lilela. Foram também recolhidas duas
amostras no concelho de Moncorvo, pertencentes a cultivar Negrinha de Freixo. Na
Figura 6 apresentam-se algumas imagens de amostras de azeitonas de mesa
Transmontanas e na Tabela 3 faz-se uma caracterizacdo sumaria das amostras
recolhidas.

Em cada produtor foram recolhidos cerca de 1,5 kg de azeitonas. A colheita foi

feita para frascos previamente esterilizados e hermeticamente fechados. De cada
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produtor foi também obtida a informacgdo constante na Tabela 3, no que respeita a
variedade e processamento.

Em laboratério, as amostras foram descarocadas, de modo a obter um peso de
polpa considerado suficiente e representativo, para a realizacdo das avaliacOes da
atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e fracdo fenolica. A polpa foi
congelada a -20 °C e posteriormente liofilizada. Apoés liofilizagdo as amostras foram

guardadas em local fresco e seco, no escuro, para preservar as suas caracteristicas.

Produtor 1 Produtor 9 Produtor 13
Azeitonas pretas ao natural Azeitonas mistas ao natural Azeitonas mistas ao natural

Produtor 15 Pro<_3|utor 20 Produtor 21
Azeitonas verdes ao natural Azeitonas pretas ao natural Azeitonas verdes ao natural

Figura 6: Exemplo de azeitonas verdes, mistas e pretas ao natural recolhidas na regido
de Tras-o0s-Montes.
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Tabela 3: Caracterizagédo detalhada das amostras em estudo.

Amostras Tipo de azeitona Cultivar Origem geografica
1 Azeitona Preta natural Cobrancosa Vale de Gouvinhas
2 Azeitona Verde natural Cobrancosa Vale de Gouvinhas
3 Azeitona Mista natural Cobrancosa Vale de Gouvinhas
4 Azeitona Verde natural Cobrancosa Mirandela
5 Azeitona Mista natural Cobrancosa Mirandela
6 Azeitona Mista (Retalhada) Cobrangosa Vale de Gouvinhas
7 Azeitona Verde natural (Retalhadas) Cobrancosa Lilela, Valpacos
8 Azeitona Verde natural Cobrancosa Mirandela
9 Azeitona Mista natural Cobrancosa Valverde, Valpacos
10 Azeitona Verde natural Cobrangosa Lilela, Valpagos
11 Azeitona Mista natural (Retalhadas) Cobrancosa Lilela, Valpagos
12 Azeitona Verde natural Cobrangosa Valverde, Valpacos
13 Azeitona Mista natural Cobrancosa Valverde, Valpacos
14 Azeitona Mista natural Cobrancosa Sucaes
15 Azeitona Verde natural (Retalhada) Negrinha de Freixo Lilela, Valpacos
16 Azeitona Mista natural Cobrancosa Mirandela
17 Azeitona Verde natural Negrinha de Freixo Maos-Moncorvo
18 Azeitona Verde natural Negrinha de Freixo Maos-Moncorvo
19 Azeitona Mista Cobrancosa Valverde, Valpacos
20 Azeitona Preta natural Cobrancosa Vale de Gouvinhas
21 Azeitona Verde natural Cobrancosa Mirandela
22 Azeitona Verde natural Cobrangosa Mirandela
23 Azeitona Verde natural Cobrangosa Sugaes
24 Azeitonas Retalhadas Cobrangosa Mirandela

3.2- Preparacao dos extratos aquosos

A metodologia utilizada para o processo de extracdo, foi baseada em trabalhos

anteriormente realizados com azeitonas de mesa da regido Tras-os-Montes (Malheiro et
al., 2011; Sousa et al., 2008)

As amostras previamente liofilizadas, foram trituradas com uma picadora

Moulinex até se obter um pd fino, sendo guardadas e protegidas da luz até utilizacao

posterior.
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Para cada amostra foram pesados 5 g de azeitona moida que foram extraidas
com 250 mL de &gua destilada e levado a ebulicdo numa placa de aquecimento durante
45 minutos. Seguidamente, filtrou-se o preparado com papel de filtro (Whatman n° 4)
para um erlenmeyer, anteriormente pesado, para se poder obter no final o rendimento de
extracdo. Apds terem arrefecido, os extratos foram congelados e liofilizados.

Os extratos aquosos foram redissolvidos em agua em concentragBes a variar
entre 25 mg/mL a 50 mg/mL para avaliacdo da fracdo fendlica. Posteriormente foram
preparadas concentracdes entre 0,01 mg/mL a 3 mg/mL para a atividade antioxidante e
entre 12,5 mg/mL a 100 mg/mL para a atividade antimicrobiana. As concentragdes
escolhidas baseiam-se num conjunto de ensaios prévios realizados para a escolha da

gama de concentracfes a utilizar.

3.3- Identificacao e quantificacdo dos compostos fendlicos

Para proceder a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos, cada
extrato aquoso liofilizado foi pesado em quantidades a variar entre 25 mg/mL a 50
mg/mL e redissolvido em &gua ultrapura. De seguida a solucdo de extrato foi filtrada
num filtro de membrana com uma porosidade de 0,2 um (Nylon membrane (Whatman)
e injetado numa quantidade de 20 puL num mddulo de separacdo HPLC Knauer
Smartline, equipado com um sistema de injecdo automética “Knauer smartline
autosampler 3800 arrefecido a 4 °C e com um detetor de diodos (DAD). Foi usada uma
coluna C18 Nucleosil (Macherey-Nagel) de fase reversa (Spherisorb ODS2) com um
didmetro de particula de 250 x 4 mm id, 5 um, mantida a 30 °C (em forno de
aquecimento).

A separacdo cromatogréafica foi feita com recurso a um sistema de gradiente,
composto pelos seguintes solventes, agua/acido formico (19:1) (A) e metanol (B).

O fluxo foi de 0,9 mL/min com o seguinte gradiente: 5% de B aos 0 min, 15% de
B aos 3 min, 25% de B aos 13 min, 30% de B aos 25 min, 35% de B aos 35 min, 40%
de B aos 39 min, 45% de B aos 42 min, 45% de B aos 45 min, 47% de B aos 50 min,
48% de B aos 60 min, 50% de B aos 64 min e 100% de B aos 66 min.

Os dados cromatogréaficos de todos os picos foram acumulados numa gama de
200-600 nm e os cromatogramas foram registados a 280, 320, 330 e 350 nm. Os dados

adquiridos e o controlo remoto do sistema de HPLC foram efetuados com o software
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ClarityChrom ® (Knauer, Berlim, Alemanha) e a pureza de cada pico também foi
confirmada pelo software.

Os compostos de cada extrato foram identificados por apuramento do seu tempo
de retencdo na gama dos 200-600 nm, com padrdes puros analisados nas mesmas
condigdes cromatograficas, bem como, com dados de bibliografia e bases de dados de
outros autores.

A quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada pelo método do padréo
externo (pela area do padrdo a concentracdo conhecida). O hidroxitirosol glicol,
hidroxitirosol e tirosol foram quantificados a 280 nm. O &cido 5-O-cafeoilquinico foi
quantificado a 320 nm, o verbascosideo e seu derivado a 330 nm e os restantes
compostos a 350 nm. O hidroxitirosol glicol foi quantificado como hidroxitirosol e o
acido 5-O-cafeoilquinico com o acido clorogénico. O derivado do verbascosideo foi
quantificado como o verbascosideo e os restantes compostos foram quantificados como

eles proprios.

3.4- Atividade Antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi determinada através da andlise de dois
métodos quimicos: o efeito blogueador de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) e pelo método do poder redutor.

3.4.1- Efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH

Avaliacdo da capacidade para bloquear os radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), foi monitorizada de acordo com o método de Hatano et al. (1988), com
algumas adaptacdes de acordo com Malheiro et al. (2011).

A partir do extrato obtido no item anterior (3.2), preparou-se em tubos de ensaio,
oito concentragdes (0,01; 0,1; 0,2; 0,35; 0,5; 1; 2; 3 mg/mL) em triplicado. De seguida
0,3 mL das varias concentracdes de extrato de cada amostra foram misturadas com 2,7
mL da solugdo metanélica contendo radicais de DPPH (6x 10”° mol/L).

A mistura foi agitada vigorosamente e foi colocada a repousar num local escuro a
temperatura ambiente durante 60 minutos. A reducdo do radical DPPH foi medida por

monitorizacao continua do decréscimo da absorcéo no espectrofotdmetro a 517 nm.
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O efeito bloqueador do radical DPPH foi calculado como uma percentagem da
descoloracdo do DPPH usando a seguinte equacao:

% de efeito bloqueador = [(Apppr-As)/Apppn] % 100,
Em que As ¢ a absorvancia da solu¢do com extrato e Apppy € a absorvancia da solucao
de DPPH. A concentragdo do extrato a que corresponde 50% de inibicdo (ECs), foi
calculada a partir do gréfico da percentagem do efeito blogueador em funcdo da

concentracdo de extrato na solucéo.

3.4.2- Determinacédo do Poder Redutor

Para a determinacdo do poder redutor foi seguida a metodologia descrita por
Berker et al. (2007). Assim, utilizou-se 1 mL das varias concentracdes de extrato de
cada amostra e colocou-se num tubo de ensaio, no qual se adicionou 2,5 mL de tampé&o
fosfato a 0,2M (pH = 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1%. Seguidamente a
mistura foi a incubar a 50 °C durante 20 minutos e deixou-se a arrefecer a temperatura
ambiente.

Apo6s o arrefecimento colocaram-se 2,5 mL de acido tricloroacético a 10% e
agitaram-se 0s tubos vigorosamente. Retiraram-se 2,5 mL do sobrenadante e
adicionaram-se 2,5 mL de agua destilada, 0,5 mL de cloreto férrico a 1% e esperou-se 2
minutos para se ler as absorvancias a 700 nm. A concentracdo de extrato correspondente
a 0,5 de absorvancia (ECs) foi calculada a partir do gréafico da absorvancia registada a
700 nm em funcdo da concentracdo do extrato correspondente.

3.5- Atividade Antimicrobiana

Como uma abordagem preliminar, para avaliar o efeito antimicrobiano, as
amostras sobre as quais incidiu este estudo, foram reunidas consoante 0 seu poder
antioxidante, ou seja, duas amostras com maior atividade antioxidante (amostras 21 e
22), duas com um poder antioxidante menor (amostras 7 e 13) e duas amostras com um
poder antioxidante intermédio (amostras 8 e 12). De seguida foram determinadas as
concentragOes necessarias (12,5; 25; 50; 75; 100 mg/mL) a partir dos extratos aquosos

das amostras obtidos no item 3.2.
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3.5.1- Microrganismos utilizados e condi¢des de cultura

Para avaliar o potencial antimicrobiano das amostras, foram utilizadas estirpes de
bactérias Gram-positivo (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococus epidermis e
Staphylococus aureus) e duas bactérias Gram-negativo (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Os microrganismos utilizados provém da colecdo do
departamento de Biologia da Universidade do Minho.

As bactérias foram mantidas a 4° C em meio agar LB [NaCl a 1% (p/v), triptona a
1% (p/v), extrato de levedura a 0,5% (p/v) e agar a 2% (p/v)], sendo periodicamente

incubadas numa estufa a 37 °C.

3.5.2- Ensaios preliminares da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana com uma triagem de quatro bactérias
Gram-positivo e duas bactérias Gram-negativo, e a determinacdo das concentracdes
minimas inibitérias (CMI em mg/mL), foram baseados numa adaptacdo do método da
difusdo em agar, baseado na difuséo radial (Hawkey & Lewis, 1994; Malheiro et al.,
2012).

Foram preparadas as suspensfes dos microrganismos, a fim de conter
aproximadamente 10° ufc/mL (Figura 7) e transferiu-se para o meio agar overlay
(0,8%). Desta mistura retirou-se um volume de 6 mL e aplicou-se sobre a superficie das
placas contendo o0 meio LB. Foram feitos 2 a 3 po¢os no centro do meio sélido (3 mm
de profundidade, 6 mm de didmetro) nos quais foram colocados um volume de 60 pL de
cada concentracdo para cada amostra, em triplicado.

A CMI foi considerada como sendo a menor concentracdo da amostra testada que
seja capaz de inibir o crescimento das bactérias ap6s 24 horas a 37 °C. As zonas de
inibicdo foram medidas através do diametro, que apresentava cada orificio, utilizando-se
uma régua com uma precisdo de 0,5 mm. Cada didmetro da zona de inibicéo foi medido
trés vezes (vertical, diagonal e horizontalmente) e os resultados foram expressos como

uma média das medic¢des da zona de inibicdo em mm.
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Figura 7: Exemplo da suspensdo do microrganismo B. cereus contendo
aproximadamente 10° ufc/mL.

3.6- Analise Estatistica

3.6.1. Analise de regresséo linear

A andlise de regressédo linear foi realizada, com a utilizacdo do Excel (Microsoft
Corporation), correlacionando os teores de cada composto fendlico identificado, bem
como o teor em compostos fendlicos totais, com os valores de ECsy obtidos nos
métodos testados na atividade antioxidante (DPPH e poder redutor) para as 24 amostras

de azeitonas de mesa Transmontanas.
3.6.2. Analise de componentes principais

A anélise de componentes principais (ACP) foi realizada usando o software SPSS,
versdo 19.0 (IBM Corporation, Nova lorque, E.U.A.). Esta técnica quimiométrica foi

aplicada para reduzir o numero de variaveis (correspondentes aos compostos fendlicos
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identificados (exceto a luteolina 7-O-glucésido e apigenina), teor em compostos
fendlicos totais e valores de ECsy obtidos nos métodos do DPPH e poder redutor) a um
numero inferior de novas varidveis derivadas (componentes principais ou fatores) que
sumariam adequadamente a informacdo original, ou seja, o perfil em compostos
fendlicos e atividade antioxidante de vinte e quatro amostras de azeitonas de mesa de
fermentag&o natural provenientes de Tras-os-Montes.

Além disso a ACP permite reconhecer padrdes nos dados colocando-0s num
espaco multidimensional, usando para esse efeito as novas varidveis derivadas como
dimensdes. O objetivo da ACP é produzir componentes capazes de serem usadas como
predicBes ou variaveis de resposta em analises subsequentes. O nimero de fatores a
manter no tratamento dos dados foi avaliado pelo Screen plot, tomando em
consideracdo os eigenvalues ¢ a consisténcia interna através do valor do a-Cronbach’s
(Rencher, 1995).
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4.1- ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos

Na anélise da composicdo fendlica por HPLC/DAD, foi observavel, embora em
um namero reduzido de amostras, a presenca das classes mais importante de compostos
fendlicos, nomeadamente, os alcoois fenolicos, acidos fendlicos e flavonodides.

As vinte e quatro amostras estudadas revelaram qualitativamente e
quantitativamente diferentes perfis fendlicos, nos quais foram identificados e
quantificados dez compostos fenolicos, nomeadamente, hidroxitirosol glicol,
hidroxitirosol, tirosol, é&cido 5-O-cafeoilquinico, derivado de verbascosideo,
verbascosideo, luteolina 7-O-glucdésido, rutina, apigenina 7-O-glucésido e apigenina
(Figura 8 e 9). Em azeitonas das cultivares usadas neste trabalho, foram previamente
identificados diversos compostos fenolicos, entres eles o hidroxitirosol, a oleuropeina,
acido 5-O-cafeoilquinico, verbascosideo, cianidina 3-O-glucésido, cianidina 3-O-
rutinosido, luteolina 7-O-glucdsido, rutina, apigenina 7-O-glucésido, e luteolina (Vinha
et al., 2005). As diferencas observadas ndo serdo de estranhar uma vez que no trabalho
realizado por esses autores as azeitonas utilizadas foram frescas, sem qualquer tipo de
tratamento. A existéncia de alteracbes no perfil fenolico durante a fermentacdo foi
reportada em diferentes trabalhos (Blekas et al., 2002; Romero et al., 2004a; Romero et
al., 2004b; Ben Othman et al., 2009; Rodriguez et al., 2009a).
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Figura 8: Cromatograma (HPLC) do perfil fendlico de azeitonas de mesa transmontanas.
Detecdo a 280 nm, 320 nm e 350 nm: (1) hidroxitirosol glicol; (2) hidroxitirosol; (3)
tirosol; (4) acido 5-O-cafeoilquinico; (5) derivado de verbascosideo; (6) verbascosideo; (7)
luteolina 7-O-glucésido; (8) rutina; (9) apigenina 7-O-glucésido; (10) apigenina
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Figura 9: Estrutura quimica dos compostos fendlicos identificados nos extratos de
azeitonas de mesa de Tras-os-Montes: (1) hidroxitirosol glicol; (2) hidroxitirosol; (3)
tirosol; (4) acido 5-O-cafeoilquinico; (6) verbascosideo; (7) luteolina 7-O-glucésido;

(8) rutina; (9) apigenina 7-O-glucosido; (10) apigenina.
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As amostras de azeitonas de mesa analisadas revelaram diferencas consideraveis
na quantidade total e individual dos compostos fendlicos (Tabela 4). Tal facto pode
estar relacionado com diferentes fatores como sejam, aspetos agronémicos, a cultivar, e
0 estado de maturacdo do fruto aquando da colheita.

A quantificacdo total dos compostos fenolicos variou de 2,37 pg de fendis/mg de
extrato (amostra 24) para 64,17 pg/mg (amostra 23). Entre os compostos fendlicos
identificados, os mais abundantes foram o hidroxitirosol, hidroxitirosol glicol, derivado
de verbascosideo, verbascosideo e tirosol. O composto fendlico hidroxitirosol foi o
composto identificado em maior quantidade, variando de 0,63 pg/mg (amostra 24) para
34,17 pg/mg (amostra 17). Estes resultados podem ser devido ao facto do composto
hidroxitirosol ser obtido por hidrélise do composto fendlico oleuropeina (Briante et al.,
2002; Damak et al., 2008), visto que a oleuropeina é o principal composto fenélico em
azeitonas frescas ndo processadas (Vinha et al., 2005; Malik et al., 2006; Pereira et al.,
2006), o que explica a sua auséncia nas amostras analisadas, uma vez que s&o azeitonas
de fermentacdo natural onde é removido todo o amargor presente nas azeitonas ndo
processadas. Na verdade, estes resultados, face ao hidroxitirosol, estdo em concordancia
com a literatura, visto que o hidroxitirosol foi o composto fendlico maioritario
identificado nas azeitonas de mesa (Romero et al., 2004a; Romero et al., 2004b; Boskou
et al., 2006; Pereira et al., 2006; Malheiro et al., 2011).

O hidroxitirosol glicol foi identificado em todas as amostras em estudo. O seu
contetdo variou entre 0,29 pug/mg (amostra 15) e 16,56 pug/mg (amostra 22). Além de
estar presente em azeitonas de mesa, este composto também se encontra em azeitonas
frescas, azeites e em aguas rucas (Marsilio et al., 2005; Rodriguez et al., 2009a;
Bouaziz et al., 2010; Romero & Brenes, 2012).

O tirosol é um alcool fendlico usualmente presente nas azeitonas de mesa, embora
em quantidades inferiores do que as apresentadas pelo hidroxitirosol (Romani et al.,
1999). Em varios estudos publicados sobre compostos fenélicos nas azeitonas de mesa,
indicam que o hidroxitirosol e o tirosol sdo os principais fendis presentes no produto
final (Rodriguez et al., 2009a). No entanto, nas amostras analisadas o tirosol foi
quantificado em pequenas concentragdes variando de 0,37 pg/mg (amostra 24) para
10,48 pg/mg (amostra 17), estando mesmo ausente na amostra 20 (Tabela 4).
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Tabela 4: Perfil fendlico, expresso em g de composto fendlico/mg de extrato, das amostras em estudo (média + desvio padréo; n = 2).

H'drgl)i(ég{ 050l yidroxitirosol Tirosol ngé?l?qglfl?iéo vlgft:;giggig:o Verbascosideo Ialf;?glclgs? d7c; Rutina %p:_;ﬁir(:g;? dz_ Apigenina X FENOIS
Al 0,48 £ 0,03 7,70 £0,90 0,83 +£0,08 0,26 £ 0,03 1,40 £ 0,23 1,99+£0,35 nq ng 0,05+0,01 ng 12,70 £ 1,55
A2 0,61 +0,03 9,40 + 0,40 1,16 £0,01 0,18+ 0,01 0,29 £ 0,05 0,20 £ 0,02 - - ng ng 11,84 £ 0,43
A3 1,67 £0,03 10,38 £ 0,26 1,34 £ 0,08 0,31+0,01 2,25+0,10 1,32+£0,13 nq - ng ng 17,26 £ 0,55
Ad 0,37 £ 0,02 14,84 + 0,00 1,69 £0,02 0,23 +0,03 0,89 £ 0,04 9,36 £ 0,01 - ng ng ng 27,37 £0,09
A5 0,36 0,01 9,11 £ 0,36 0,91 £ 0,06 0,20 £ 0,00 1,09 £ 0,07 4,81 +0,61 - ng 0,13+0,01 ng 16,60 + 1,07
A6 0,61 = 0,02 559+0,11 0,81 £ 0,06 0,17£0,01 0,65 £ 0,07 0,71 £0,07 - ng - ng 8,55+0,10
A7 1,34 £ 0,05 7,34 £ 0,60 1,06 £ 0,07 0,29 £0,01 0,20 £ 0,02 0,23+£0,01 - ng ng ng 10,46 + 0,68
A8 0,79 £ 0,05 12,51+0,11 1,57 +0,20 ng 1,11 £ 0,09 2,69+0,12 - ng 0,15+0,01 ng 18,83 + 0,27
A9 1,73+£0,47 13,18 +1,39 155+0,12 0,88 £ 0,35 1,21+0,18 2,67+0,44 ng 0,59 + 0,06 0,22 £ 0,02 ng 22,03 +£2,95
Al10 1,63 £0,05 9,63+ 0,03 0,83+ 0,04 0,24 £ 0,01 3,09+0,70 3,30 £ 0,55 - ng ng ng 18,73 +£1,15
All 152+0,01 3,59+0,16 0,69+0,10 0,14 +£0,01 0,85 +£0,02 0,57 £0,03 ng 0,18 £ 0,02 - ng 7,54 £0,25
Al2 2,00 £ 0,06 532+0,42 0,65 £ 0,07 ng 0,34 £ 0,26 0,30£0,13 nq ng ng ng 8,63 £ 0,89
Al3 0,62+0,18 491 +0,36 0,57 £ 0,06 0,33+£0,12 0,75+0,19 1,08 £0,35 nq ng 0,10+ 0,02 ng 8,35+1,28
Al4d 1,77 £0,07 13,48 £ 0,47 1,33+0,39 0,48 £ 0,03 1,76 £ 0,13 2,20+0,32 ng ng ng ng 21,02 +0,93
Al5 0,29+ 0,02 357+021  0,82+0,06 ; 0,05 + 0,00 0.09 + 0,01 nq nq nq ng 4,83+0,25
Al6 0,59 +0,01 12,29 + 0,92 2,17 £0,20 - - - - - - ng 15,05+ 1,01
Al7 4,33+0,31 34,17+ 0,58 10,48 + 0,39 - 0,20 £0,03 0,22 £ 0,06 - - ng ng 49,40 £ 0,36
Al8 0,42 £0,03 9,21+ 0,73 1,61+0,14 nqg 0,11 £0,03 0,14 £0.03 - - - ng 11,49+ 0,76
Al9 2,62 £0,00 7,42 +£0,08 0,97 £ 0,06 nqg 4,37 £ 0,09 3,85+0,08 - 1,34 £ 0,06 0,18 £ 0,00 ng 20,76 £ 0,37
A20 11,81+0,69 5,32+ 0,56 - nq 9,44 + 0,06 2,64+0,04 nq nq 0,49 £ 0,05 nq 29,71+ 1,18
A2l 6,47%0,62 2729+223  7,29+0,34 - 8,21+ 161 474+0,36 nq nq nq nq 54,01 + 4,95
A22 16,56 £ 0,03 14,81 £ 0,27 1,98 £ 0,09 - 19,12 + 4,96 8,24+1,81 ng ng - ng 60,72 + 6,98
A23 15,24 + 0,57 16,50 + 0,04 2,56 £ 0,06 0,46 £ 0,06 17,51+1,25 8,60 +£ 0,88 ng 3,31+£0.32 - ng 64,17 + 2,83
A24 1,28 + 0,07 0,63+0,03 0,37 £0,01 ng 0,10 £ 001 - ng - ng ng 2,37+0,10
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Diferengas assinalaveis foram também evidentes nos flavonoides, luteolina 7-O-
glucosido, rutina e apigenina 7-O-glucésido, que foram identificados somente em
algumas amostras. Embora tenha sido detetado o composto luteolina 7-O-glucoésido ndo
foi possivel a sua quantificacdo, e 0 mesmo se observou com a apigenina, uma vez que
0s seus teores se encontravam abaixo do limite de quantificagéo. Por sua vez, a rutina
foi quantificada em apenas quatro amostras, com quantidades reduzidas, a variar entre
0,59 pg/mg (amostra 9) e 3,31 pg/mg (amostra 23), nas restantes amostras a sua
quantificacdo ndo foi possivel. A apigenina 7-O-glucosido ja foi quantificada em um
namero superior de amostras, mas em concentracdes muito baixas a variar entre 0,05
pg/mg (amostra 1) e 0,49 pug/mg (amostra 20).

De acordo com trabalhos publicados para azeitonas de mesa portuguesas (Pereira
et al., 2006), os resultados descritos estdo, em parte, relacionados com os obtidos para
os flavondides luteolina 7-O-glucésido e rutina, pois também foram quantificados em
pequenas quantidades e/ou ausentes em algumas amostras, como o verificado neste
trabalho. E de salientar, que em trabalhos realizados com azeitonas frescas néo
processadas foram identificados e quantificados os compostos luteolina 7-O-glucosido,
rutina e apigenina 7-O-glucdésido, em todas as amostras de azeitonas analisadas (Vinha
et al., 2005; Vinha et al., 2002) e em teores consideraveis, contrariamente verificado no
presente trabalho para estes compostos.

No que respeita ao acido 5-O-cafeoilquinico, este composto também revelou
diferencas consideraveis no perfil fenolico entre amostras, variando a sua concentragao
entre 0,14 pg/mg (amostra 11) e 0,88 pg/mg (amostra 9). E de referir que em algumas
amostras ndo foi possivel a sua quantificacdo, enquanto, em outras amostras a sua
presenca nao foi detectada (Tabela 4). Tendéncia semelhante foi observada por Pereira
et al. (2006) onde o acido 5-O-cafeoilquinico foi identificado em apenas algumas
amostras e quantificado em baixos teores.

Entre os compostos detetados, deve ser dirigida uma particular atencdo aos
compostos, derivados de verbascosideo e verbascosideo, visto que a concentracdo destes
compostos foi muito diversificada entre amostras, nomeadamente, para o derivado de
verbascosideo, cuja concentracdo mais baixa foi de 0,05 pg/mg (amostra 15) e a
concentracdo mais elevada foi observada na amostra 22 (19,12 pg/mg). Por outro lado,
a concentra¢do mais baixa do composto verbascosideo também se verificou na amostra

15 (0,09 pg/mg), mas a maior quantidade foi verificada na amostra 4 (9,36 pg/mg).

51



Paralelamente, na mesma amostra (amostra 4) foi observado um teor bastante inferior
(0,89 pg/mg) para o derivado de verbascosideo.

O composto verbascosideo, revelou um teor medio inferior (2,72 pg/mg)
comparativamente ao seu derivado (3,26 pg/mg). Ambos os compostos ndao foram
detectados na amostra 16, ainda que o verbascosideo também ndo tenha sido
identificado na amostra 24 (Tabela 4).

As diferencas de resultados para estes compostos podem justificar a cultivar a que
pertencem as amostras, visto que as amostras onde se verificou uma menor quantidade
de verbascosideo e derivado de verbascosideo pertencem a cultivar Negrinha de Freixo
(amostras 15 e 18). Segundo Romani et al. (1999) a presenca do composto fendlico
verbascosideo é muito diversificada entre as cultivares, e ainda é referido que estas
diferencas de concentracdes poderiam propor que este composto se comporta como um
marcador quimiotaxondémico de diferentes cultivares.

E notério, que as amostras retalhadas (amostras 6, 11, 15 e 24) possuem um
menor teor em compostos fendlicos totais, compreendidos entre 2,37 pug/mg e 4,88
png/mg, o que possivelmente esta relacionado com a difusdo dos compostos para a
salmoura, devido ao corte superficial que as azeitonas possuem, havendo uma

diminuicdo da quantidade total de fendis (Boskou et al., 2006).
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4.2-Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos analisados, foi medida através da realizacao
de dois ensaios quimicos diferentes: poder redutor e o efeito bloqueador de radicais
livres de DPPH.

No método do poder redutor, dependendo do poder de reducdo das diferentes
concentracdes utilizadas de cada extrato, é notavel uma mudanca de cor amarela das
solugdes para vérios tons de cor verde e azul-esverdeado. Esta mudanca ocorre devido a
presenca de compostos redutores, tais como antioxidantes, que levam a reducdo do
complexo Fe**/ferricianeto & sua forma ferrosa (Pereira et al., 2006; Ferreira et al.,
2007), monitorizada a 700nm.

No que respeita, ao método do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH, o
DPPH ¢é conhecido como um radical livre estavel que possui um méaximo de absorcao
caracteristico entre 515 e 517nm. Na presenca de compostos antioxidantes, o radical
livre DPPH é reduzido a forma de hidrazina, devido a doacdo de eletrbes pelo
antioxidante. O DPPH em solucdo apresenta uma cor purpura que sofre uma diminuicdo
de cor para amarelo claro, devido a doacao de eletrGes e eliminacdo dos radicais livres
(Boskou et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Sousa et al., 2008; Malheiro et al., 2012). O
método DPPH ¢é uma ferramenta fundamental para ter acesso ao potencial antioxidante,
mais especificamente, a atividade anti-radical presente em cada extrato (Malheiro et al.,
2011).

Na tabela 5, apresentam-se os resultados obtidos para o potencial antioxidante das
vinte e quatro amostras de azeitonas de mesa analisadas e sdo expressos como valores

de ECsp (mg de extrato/mL de solucdo).
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Tabela 5: Rendimento de extracdo e valores de ECsy das amostras de azeitonas de mesa

estudadas.
Amostra Rendimento de extragdo Poder redutor DPPH
(%) (ECs0") (ECs")
1 17,19 £ 0,139 0,91 £ 0,065 0,56 + 0,004
2 24,74 + 8,960 1,33+0,130 0,53 £ 0,064
3 30,95 £ 0,068 1,26 + 0,038 0,38 £ 0,026
4 22,66 + 0,000 0,63+0,011 0,44 0,004
5 28,29 + 4,732 0,79 £ 0,053 0,42 £0,014
6 23,85+ 0,345 1,26 + 0,121 0,47 £ 0,068
7 42,49 + 26,595 1,46 + 0,083 0,68 + 0,032
8 25,95+ 0,272 0,88 £ 0,033 0,35+0,051
9 26,51 + 14,047 1,33+0,035 0,42 £ 0,080
10 20,59+ 0,011 0,71+£0,048 0,28 +£0,013
11 23,90 + 0,238 1,30 £ 0,044 0,75+ 0,026
12 17,50 + 2,553 0,80 £ 0,092 0,42 £ 0,038
13 20,44 + 3,266 1,46 + 0,109 0,72 + 0,058
14 10,61 + 6,506 0,49 £ 0,083 0,22 0,061
15 33,32 £ 4,009 1,59 + 0,026 0,55+ 0,041
16 22,06 £ 0,242 0,96 £ 0,078 0,53+0,035
17 18,77 £ 3,307 0,36 £ 0,014 0,19 + 0,003
18 28,61 + 1,592 1,75 + 0,057 0,83+0,103
19 28,44 + 5,880 0,63 +£0,093 0,38 £ 0,022
20 22,05 + 5,204 0,38 £ 0,003 0,19 £ 0,022
21 17,20 £ 0,382 0,41+0,018 0,18 +0,011
22 26,10 + 7,822 0,30 £ 0,009 0,13+ 0,003
23 16,33 + 0,387 0,30 £ 0,024 0,16 £ 0,005
24 21,73+ 0,836 2,67+0,112* 1,85 +0,290*

*ECso(mg/mL): concentracdo efetiva em que a absorvancia é 0,5;

PECso(mg/mL): concentracgéo efetiva em que 50% dos radicais DPPH s&o eliminados;

*Valores de ECs.
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A anélise do poder redutor permitiu observar que 0s extratos de azeitona de
mesa analisados possuem compostos com capacidade redutora, que indicam 0 seu
potencial antioxidante. Neste ensaio, verificou-se que o poder redutor dos extratos em
estudo teve uma atividade dependente da concentracdo em teste (Figura 10).

Os valores de ECsp revelaram diferencas consideraveis entre amostras,
nomeadamente, na amostra 24, onde s6 foi possivel calcular o0 ECys cujo valor foi de
2,67 mg/mL, que faz com que esta amostra possua uma baixa atividade antioxidante. E
também de referir as azeitonas provenientes da amostra 24 eram retalhadas, o que pode
justificar o seu elevado valor de EC,s, uma vez que hd uma perda maior dos compostos
fendlicos presentes na amostra para a salmoura, devido ao corte superficial que estas
apresentam. As amostras 7, 13, 15 e 18, também evidenciaram valores elevados de ECsg
(> 1,5 mg/mL) que consequentemente indica um menor poder antioxidante destas
azeitonas. Por outro lado, as amostras 21, 22 e 23 apresentaram valores de ECsg
menores, compreendidos entre 0,30 mg/mL e 0,41 mg/mL, remetendo para uma maior
atividade redutora presente nestes extractos, o que consequentemente acarreta uma

maior atividade antioxidante.

1,6 - e=gm=m AMostra 22
14 - Amostra 18
1,2 - Amostra 16

0,6 1
0,4 -
0,2 -

0 o F T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35
Concentragdo (mg/mL)

Absorvancia a 700nm
o
(o]

Figura 10: Poder redutor dos extratos provenientes das amostras 16, 18 e 22.
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Na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos analisados, recorrendo ao
método do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH, os resultados apresentam uma
concordancia com os resultados obtidos para o poder redutor. A amostra 24 apresentou
o0 valor EC,5s mais elevado (1,85 mg/mL) e os extratos 7, 13, 15 e 18 também revelaram
valores de ECsg elevados (> 0,6 mg/mL), indicando o seu baixo potencial antioxidante.
Contudo, as amostras 21, 22 e 23 apresentaram, tal como no método do poder redutor,
valores de ECso mais baixos compreendidos entre 0,18 mg/mL para 0,13 mg/mL.

Tal como no poder redutor, a atividade antiradicalar exibida pelos diferentes

extratos dependeu da concentragéo testada (Figura 11).
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Concentragdo (mg/mL)

Figura 11: Efeito blogueador do radical DPPH, em percentagem, dos extratos das
amostras 16, 18 e 22.

O efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH dos extratos das azeitonas,
aumentou proporcionalmente com a concentragdo de extrato. As amostras apresentaram
um comportamento idéntico para concentragGes superiores a 0,5 mg/mL, a partir da qual
a percentagem de inibi¢cdo permaneceu praticamente constante em volta dos 80%.

E de salientar que os resultados obtidos na atividade antioxidante, podem estar
relacionados, pelo menos em parte, com os compostos fendlicos identificados em cada

amostra de azeitona de mesa (Tabela 4). Assim as amostras 21, 22 e 23 que reportam
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um maior teor de compostos fendlicos totais e um potencial antioxidante superior,
apresentam uma tendéncia contréria a apresentada pelas amostras 13, 15 e 24, que
apresentaram um menor teor em compostos fenolicos e uma atividade antioxidante
inferior.

Ao comparar a atividade antioxidante obtida nas amostras analisadas, face a
outros trabalhos realizados com azeitonas de mesa de cultivares Portuguesas, e
processadas por diferentes estilos, nomeadamente Pereira et al. (2006), demonstraram
que azeitonas de mesa processadas segundo o método de fermentacdo natural, revelaram
um maior conteldo em compostos fendlicos e consequentemente também apresentaram
um maior potencial antioxidante. No entanto, ao comparar os valores obtidos no
presente trabalho, face aos valores de Pereira et al. (2006) para azeitonas de mesa
naturais, obtiveram valores superiores no ensaio do poder redutor (0,48 mg/mL) e o
mesmo se verificou com os resultados do método DPPH (0,47 mg/mL), demonstrando
uma menor atividade antioxidante relativamente as azeitonas de mesa analisadas.

Em azeitonas de mesa do tipo “alcaparras” também foi avaliada a atividade
antioxidante (Malheiro et al., 2011; Sousa et al., 2008), e foram obtidos valores
superiores para 0 método do poder redutor (1,40 mg/mL; 0,42 mg/mL, respectivamente
para cada trabalho), comparativamente com os resultados do presente trabalho.
Resultados mais semelhantes foram observados para o ensaio do DPPH (0,48 mg/mL,;
0,47 mg/mL, respetivamente).

Dependendo da cultivar, do método de processamento e forma de apresentacado as
azeitonas de mesa podem ser consideradas uma boa fonte de antioxidantes (Romero et
al., 2004a). Todavia, para se alcancar um mesmo efeito nas azeitonas analisadas, €
necessario um maior consumo das amostras que apresentam um menor teor em

compostos antioxidantes.
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4.3- Atividade antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos seis extratos aquosos das azeitonas de
mesa, foram testadas quatro bactérias Gram-positivo (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococus epidermis e Staphylococus aureus) e duas bactérias Gram-negativo
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Estes microrganismos podem suscitar
alguma preocupacdo, ndo so por serem causadores de deterioracdo de alimentos, mas
também porque podem ser agentes causadores de infegBes, nomeadamente no trato
intestinal, em seres humanos (Sousa et al., 2006). Para avaliar o potencial
antimicrobiano das azeitonas de mesa testadas, foram determinadas as concentragdes
minimas inibitorias (CMI) para as bactérias em questéo.

Na figura 12 é feita uma elucidacéo da atividade antimicrobiana dos extratos 21
8 e 7. Embora os extratos de azeitona de mesa testados tenham revelado atividade

antimicrobiana, a resposta para cada bactéria foi diferente consoante o extrato.
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Figura 12: Atividade antimicrobiana dos extratos das amostras 21 (A), 8 (B) e 7 (C), nas diferentes concentracdes testadas.
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De um modo geral, os extratos das amostras 21, 22 e 8 exibiram uma maior
atividade antimicrobiana (Tabela 6), com inibicdes consideraveis em todos
microrganismos, mesmo nas concentra¢Ges mais baixas (12,5 mg/mL e 25 mg/mL). De
facto estes dois extratos revelaram um maior raio de inibicdo em todas as bactérias
testadas, particularmente para o B. cereus (Figura 12). Estes resultados podem estar
parcialmente relacionados com o teor em compostos fendlicos totais que estes extratos
possuem, como demonstrado neste trabalho.

O extrato da amostra 12 apresentou uma atividade antimicrobiana modesta, com
concentragcbes minimas inibitorias, variando entre 25 mg/mL e 50 mg/mL,
proporcionando inibicbes em todos 0s microrganismos, com exce¢do da E. coli
(microrganismo Gram negativo). No entanto o extrato 12, exibiu uma atividade
antimicrobiana elevada (zona de inibicdo 4-5 mm) para 0 microrganismo S. aureus, com
menor CMI (25 mg/mL). Por sua vez, o extrato da amostra 7 exibiu uma atividade
antimicrobiana fraca na inibicdo do crescimento de todos os microrganismos, sem

qualquer atividade contra a bactéria E.coli.

Figura 13: Exemplo da atividade antimicrobiana do extrato 21, sobre o crescimento
da bactéria Gram + (B. cereus) nas maiores e menores concentracdes de inibicao
(12,5 e 100 mg/mL).
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Tabela 6: Atividade antimicrobiana dos extratos das azeitonas de mesa testados.?

CIM (mg/mL)
Amostras
B. subtilis B. cereus E. coli S. epidermis S. aureus P. aeruginosa
21 12,5 12,5 50 50 12,5 25
(++) (++) +) +) (++) +)
99 12,5 12,5 50 50 25 25
(++) (++) (+) (+) (++) (++)
12,5
! 12,5 50 50 25 50
8 () (+4) (+) (+4) (+4) (+)
25
25 50 25 50
12 ) (+) 0 +) (++4) (+)
25
50 50 50 50
! ) +) () +) +) (+4)
13 25 50 75 50 50
(++) +) Q) (++) (+++) (++)

® Nenhuma atividade antimicrobiana (-), zona de inibicdo <1 mm; Atividade antimicrobiana reduzida (+), zona de inibi¢do entre 1-2 mm;
Atividade antimicrobiana moderada (+ +), zona de inibicdo entre 2-3 mm; Atividade antimicrobiana elevada (+ + +), zona de inibicdo 4-5

mm; Atividade antimicrobiana forte (+ + + +), zona de inibicdo> 6 mm; Desvio padréo de + 0,5 mm.
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As bactérias Gram-positivo (B. cereus, e B. subtilis) foram as mais susceptiveis ao
potencial antimicrobiano dos extratos das amostras 8, 21 e 22 com valores muito baixos
de CMI (12,5 mg/mL). E de salientar, que as bactérias B. cereus e B. subtilis, seguido
do S. aureus, foram os microrganismos mais sensiveis, sendo o seu crescimento inibido
por todos os extratos testados com valores de CMI entre 12,5 e 50 mg/mL. O S.
epidermis foi a bactéria Gram-positivo mais resistente para todos os extratos,
apresentando valores de CMI mais elevados, variando entre 50 mg/mL e 75 mg/mL, que
conduziu a uma menor inibicdo deste microrganismo

Relativamente as bactérias Gram-negativo, a P. aeruginosa foi a bactéria mais
susceptivel a atividade antimicrobiana de todos os extratos analisados. Por outro lado, a
E. coli foi a bactéria mais resistente, com uma CMI de 50 mg/mL para trés extratos
(Tabela 6), sendo que nos restantes ndo se verificou nenhuma atividade. Contudo, em
trabalhos publicados, relatos sobre a atividade antimicrobiana das azeitonas de mesa
portuguesas (Pereira et al., 2006), a bactéria E. coli, juntamente com o B. cereus, foram
0S microrganismos mais sensiveis, sendo inibidos por todos os extratos de azeitonas
testados. Embora houvesse alguma tendéncia similar entre o estudo atual e os anteriores,
a maioria dos resultados diferiram dos obtidos.

Em outros estudos publicados relativos as propriedades antimicrobianas de
extratos vegetais, as bactérias Gram-negativo, exibiram uma maior resisténcia em
relacdo as propriedades antimicrobianas dos extratos, comparativamente com as
bactérias Gram-positivo (Proestos et al., 2005; Pereira et al., 2007; Oliveira et al., 2008;
Malheiro et al., 2012). Tal facto deve-se & estrutura da parede bacteriana. As bactérias
Gram-negativo possuem uma membrana externa constituida por lipopolisacarideos
(Beveridge, 1999), que atua como uma barreira de permeabilidade, protegendo as
bactérias e impossibilitando a entrada dos agentes microbianos, conferindo assim maior
resisténcia a bactéria, facto ndo partilhado pelas bactérias Gram-positivo. Dai 0s nossos
resultados revelarem uma maior resisténcia dos microrganismos Gram-negativo em
detrimento dos microrganismos Gram-positivo.

Em suma, possivelmente, a composi¢do quimica dos extratos das azeitonas de
mesa analisados, nomeadamente o teor em compostos fenolicos, teve uma grande
influéncia no potencial antimicrobiano observado. Pois, como foi anteriormente
demonstrado, o efeito de agdo dos compostos fendlicos esta dependente da sua propria
concentracdo (Furneri et al., 2002). Os resultados obtidos demonstram ter uma grande

importancia, visto que os extratos das azeitonas analisados apresentaram uma acao
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protetora fornecida pelos compostos fendlicos, contribuindo para atividade contra varios
microrganismos patogénicos, podendo diminuir o risco de infecbes bacterianas,

especialmente no trato intestinal (Pereira et al., 2006).

4.4- Analise estatistica

4.4.1- Correlagdo entre a composi¢ao fendlica e a atividade antioxidante

As amostras com maior atividade antioxidante (amostra 22 e 23) e com menores
valores de ECsp, revelaram também uma maior concentragdo de fenois totais, além
disso, as amostras com maiores valores de ECsoamostras (15 e 24) em ambos 0s ensaios
quimicos, apresentaram uma menor atividade antioxidante e estdo entre as amostras
com menor teor em fendis totais. Quanto a analise da regresséo, foi efetuada entre os
valores de ECso obtidos na avaliacdo antioxidante e o teor de compostos fendlicos
totais, apresentando correlagdes extremamente significativas entre os valores de ECs, do
ensaio DPPH (R%= 0,325, P < 0,001) e do método do poder redutor (R*= 0,513, P <
0,001) (Tabela 7).
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Tabela 7: Correlacdo entre os compostos fendlicos e a respetiva atividade antioxidante das azeitonas de mesa transmontanas.

DPPH (ECx) Poder redutor (ECs)

Compostos Fenolicos

Equacao R? P Equacao R? P
Hidroxitirosol glicol y =-0,031x + 0,562 0,160 folakel y =-0.067x + 1,220 0,314 faie
Hidroxitirosol y =-0,025x + 0,727 0,264 il y =-0,044x + 1,477 0,345 falalel
Tirosol y =-0,047x + 0,551 0,095 falalel y =-0.096x + 1,178 0,157 Fkk
Acido 5-O-cafeoilquinico y =-0,216x + 0,502 0,019 n.s. y =0.041x + 0,998 0,000 n.s.
Derivado de verbascosideo y =-0,028x + 0,554 0,178 Fkx y =-0,058x + 1,188 0,304 faale
Verbascosideo y = -0,061x + 0,609 0,212 il y =-0,125x + 1,299 0,358 kel
Rutina y = -0,094x + 0,487 0,036 n.s. y =-0,204x + 1,052 0,069 *
Apigenina 7-O-glucésido y =-0,579x + 0,498 0,034 n.s. y =-1,038x + 1,063 0,045 **
Fendis totais y =-0,011x + 0,714 0,325 HHx y =-0,023x + 1,496 0,513 falead

n.s. — ndo significativo. *P < 0,05 — correlagdo significativa. **P < 0,01 — correlagdo muito significativa. ***P < 0,001 — correlagdo
extremamente significativa.
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Pela anélise da regressdo, realizada entre os valores de ECs obtidos na avaliacdo
do potencial antioxidante e os teores dos compostos fendlicos identificados, foram
reveladas correlacBes extremamente significativas (P < 0,001) entre os compostos
fenolicos, hidroxitirosol glicol, hidroxitirosol, tirosol, verbascosideo e derivado de
verbascosideo, com a atividade antioxidante obtida nos extratos das azeitonas de mesa
analisadas (Tabela 7). Analisando o declive das equagdes obtidas, verifica-se que este é
negativo em todas as regressdes efetuadas. Isto indica que quanto maior for o teor em
determinado composto fendlico, menor sera o valor de ECs, obtido, ao que corresponde
um maior potencial antioxidante.

Estes resultados ndo implicam que os outros compostos fenoélicos, nomeadamente,
0 acido 5-O-cafeoilquinico, rutina e apigenina 7-O-glucésido, onde a correlacdo néo foi
significativa, ndo contribuem para atividade antioxidante geral das azeitonas de mesa
transmontanas, s6 que face a estes resultados os compostos fendlicos com P < 0,001,
possuem uma correlacdo extremamente significativa, logo seriam titulados como os
intervenientes principais na atividade antioxidante. Pois de acordo com varios trabalhos
publicados, é relatada a atividade antioxidante que estes compostos fendlicos possuem,
principalmente do hidroxitirosol (Visioli et al., 2002; O'Dowd et al, 2004; D'Angelo et
al,. 2005; Gonzalez-Santiago et al, 2006; Pereira-Caro et al, 2009; Tokusoglu et al.,
2010) e do tirosol (Gonzalez-Santiago et al, 2010; Madrona et al.,, 2011). O
hidroxitirosol glicol também contribui para a atividade antioxidante geral dos extratos,
uma vez que este composto apresenta uma atividade ainda maior que a reportada pelo
hidroxitirosol (Rodriguez et al., 2007).

De acordo com a literatura, trabalhos realizados com diferentes amostras, também
demonstraram ter correlacGes idénticas entre o contetdo total de compostos fenolicos e
a atividade antioxidante (Oliveira et al., 2008; Malheiro et al, 2011; Malheiro et al.,
2012).
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4.4.2- Analise de componentes principais (ACP)

De modo a sumariar toda a informacéo obtida no perfil em compostos fenolicos e
na atividade antioxidante registada em vinte e quatro amostras de azeitonas de mesa de
fermentacdo natural provenientes de Trés-os-Montes, foi aplicada uma analise de
componentes principais aos dados obtidos. Com a aplicagdo desta tecnica
quimiomeétrica, com o uso de apenas duas componentes principais, foi possivel explicar
64,42% da variabilidade observada nos dados (48,11% na primeira dimensdo e 16,31%
na segunda dimenséo). Na Figura 14 verifica-se que a distribuicdo espacial das amostras
permite verificar 3 grupos principais.
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Figura 14: Anélise de componentes principais usando o perfil em compostos fendlicos,
teor em fenois totais e valore de ECsp registados na atividade antioxidante de 24
amostras de azeitonas de mesa de fermentacdo natural provenientes de Tras-os-Montes.
As componentes principais explicam 64,42% da variancia total dos dados. Hid. Glicol
= hidroxitirosol glicol; A70gl = apigenina 7-O-glucésido; A50Cq = éacido 5-O-
cafeoilquinico; PR = poder redutor.
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Num primeiro grupo (constituido pelas amostras 17, 21, 22 e 23) estdo
representadas as amostras com um elevado teor em compostos fenolicos totais com
valores superiores a 50 g de compostos fenolicos por mg de extrato. As amostras 17 e
21 (representadas na regido negativa da primeira dimensdo e na regido positiva da
segunda dimens&o) sdo caracterizadas por um elevado teor em hidroxitirosol e tirosol,
enquanto as amostras 22 e 23 (representadas maioritariamente nas regides negativas de
ambas as componentes principais) sdo altamente ricas em verbascosideo e seu derivado
e em hidroxitirosol glicol (Figura 14, Tabela 4). Representada no extremo oposto das
amostras 17, 21, 22 e 23, esta representada a amostra 24, visto ter sido a amostra que
possui menor teor em fendis e a que apresentou valores de EC,s mais elevados para
ambos os métodos de atividade antioxidante testados (Figura 14, Tabela 4; Tabela 5).
Na zona central da Figura 14, estdo representadas as restantes amostras. Estas amostras
possuem um teor em fendis totais intermédio, bem como uma atividade antioxidante
mediana entre todas as amostras em estudo. E de salientar que a amostra 9 tem um
elevado teor em acido 5-O-cafeoilquinico e as amostras 9, 19 e 20 possuem um teor
elevado em apigenina 7-O-glucosido.

O padréo observado na ACP vai de encontro aos resultados obtidos no presente
trabalho. Do ponto de vista da contribuicdo de cada composto fendlico para a atividade
antioxidante global, o hidroxitirosol glicol, o hidroxitirosol, o verbascosideo e seu
derivado foram os compostos que mais contribuiram para baixos valores de ECsp,
tendo-se obtido correlagbes negativas extremamente significativas (Tabela 7). Estes
compostos estdo associados ao primeiro grupo de amostras (amostras 17, 21, 22 e 23),
tendo estas também elevado teor em compostos fendlicos o que contribui para a
obtencdo de um potencial antioxidante mais elevado. O fator contrario é observado para
a amostra 24, onde se encontram maiores valores de EC,s, menores teores em fendis
totais, bem como em compostos fendlicos individuais que contribuem para o potencial
antioxidante, sendo assim, estas amostras sdo menos ativas do ponto de vista

antioxidante.
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5- CONCLUSAO

O processo de fermentacdo natural para a producdo de azeitona de mesa é uma
tradicdo de longa data na regido de Tras-os-Montes. Neste processo as azeitonas ndo sao
sujeitas a qualquer tratamento alcalino, sdo imersas em salmoura onde ocorre a
fermentacdo, devido maioritariamente, & atividade de leveduras. E necessario que
ocorram alteragdes fisico-quimicas durante o processo de fermentacdo que alterem ou
eliminem parcialmente o amargor (devido principalmente & oleuropeina) que é
caracteristico dos frutos frescos, permitindo que as azeitonas se tornem ediveis.

As azeitonas de mesa transmontanas obtidas por fermentacdo natural sdo uma rica
fonte de compostos fendlicos com relevante importancia bioativa. No estudo da
composic¢do fendlica das vinte e quatro amostras de azeitona de mesa naturais, foram
identificados e quantificados dez compostos fendlicos, nomeadamente, hidroxitirosol
glicol, hidroxitirosol, tirosol, acido 5-O-cafeoilquinico, derivado verbascosideo,
verbascosideo, luteolina 7-O-glucdsido, rutina, apigenina 7-O-glucésido e apigenina,
tendo sido o hidroxitirosol glicol e o hidroxitirosol os compostos fenolicos mais
abundantes. Os teores em fendis totais foram muito dispares entre as vinte e quatro
amostras, a variar entre 2,37 e 64,17 pug de fendis/mg de extrato. E de salientar que as
amostras retalhadas (corte superficial), reportaram uma menor quantidade em fenois
totais, havendo uma maior perda dos compostos fendlicos para a salmoura durante a
fermentacao.

Ao nivel da atividade antioxidante, as amostras com maiores teores em compostos
fendlicos, exibiram um maior potencial antioxidante face as amostras com um menor
teor em estes compostos. O hidroxitirosol glicol, o hidroxitirosol, o verbascosideo e
derivado de verbascosideo bem como o teor em compostos fendlicos totais foram os que
mais contribuiram para um maior potencial antioxidante.

No que respeita a atividade antimicrobiana, as amostras testadas revelaram ser
inibidoras do crescimento de alguns tipos de bactérias quer Gram-positivo quer Gram-
negativo, embora, a resposta para cada bactéria testada tenha sido diferente de acordo
com o extrato avaliado. B. subtilis e B. cereus, seguido do S. aureus, foram o0s
microrganismos mais sensiveis, sendo 0 seu crescimento inibido por todos os extratos
testados com CMI baixas. A bactéria E. coli foi a mais resistente nos extratos

analisados.
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As azeitonas de mesa obtidas por fermentacdo natural provenientes de Trés-os-
Montes revelam possuir uma elevada atividade bioldgica (atividade antioxidante e
antimicrobiana) e ao serem consumidas apresentam beneficios para o organismo do
consumidor, uma vez que € conhecia a sua agdo preventiva de doencas em que 0S
radicais livres estdo envolvidos e contra microrganismos patogénicos para 0 Homem.
De entre os resultados obtidos, a cultivar, o periodo de colheira da azeitona e o0 ano de
colheita poderdo ser aspetos preponderantes que justifiguem a variabilidade observada
nas amostras analisadas.

Assim, com o presente trabalho pretendeu-se reunir informacdo necesséria que
possibilite a caracterizacdo das azeitonas de mesa produzidas artesanalmente na regiao

transmontana.
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