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RESUMO

O azeite é o Oleo vegetal mais apreciado pelos consumidores, devido as suas
caracteristicas organoléticas e composi¢do quimica que lhe conferem propriedades
Unicas. Quer as carateristicas sensoriais quer as quimicas estdo muito dependentes da
cultivar de oliveira. Por sua vez, na cozinha moderna, cada vez mais 0s azeites estio
sujeitos a processos térmicos que influem nas suas propriedades, tendo os antioxidantes
um papel importante na prevencdo dessa acdo. Assim, o presente trabalho teve por
objetivo o estudo de diferentes azeites elementares ao nivel da sua qualidade,
composicdo quimica e atividade antioxidante e o estudo do efeito da adicdo de extratos
de alga Scenedesmus almeriensis na composicdo quando o azeite é sujeito a

aguecimento.

A caraterizacdo dos azeites elementares mostrou que o fator cultivar é
determinante para na composi¢cdo. Para os parametros de qualidade, os azeites
elementares apresentaram valores dentro dos limites estabelecidos para a classificacdo
de azeite virgem extra. Os azeites obtidos eram diferentes em termos de composicédo
quimica, carateristicas sensoriais e atividade antioxidante. A cv. Manzanilla apresentou
0 maior conteldo em &cido oleico (83,43%). Em relagdo as fragcdes dos acidos gordos
PUFA/SFA, as cvs. Arbonosa, Cobrangosa, Cornicabra e Manzanilla apresentaram

valores ligeriamente abaixo do limite recomendado.

No que respeita a adicdo de extrato de alga, observou-se um efeito protetor
quando o azeite foi submetido a aquecimento. O azeite aquecido sem adi¢cdo de alga
apresentou valores de indice de perdxido superiores, enquanto que o azeite aquecido
com adicdo de alga, devido ao teor em pigmentos, valores superiores de coeficientes de
extingdo Koz, e Kazo. A anélise da composicdo quimica mostrou que os acidos gordos e
os tocoferois ndo foram afetados pela adicdo de extrato de alga. A adicdo de extrato de
alga ao azeite teve um efeito positivo na atividade antioxidante apresentando-se esses
azeites mais estaveis. A colorimetria mostrou que o0s azeites com extratos de alga
apresentavam coloragdo mais laranja o que estara relacionado com o teor superior em
pigmentos. Os resultados obtidos permitem afirmar que a adi¢do de extrato de alga ndo
alterou significativamente os parametros de qualidade do azeite, podendo favorecer um

aumento da sua resisténcia quando exposta ao aquecimento.

Palavras-chave: Azeites elementares, caraterizacdo, antioxidantes, extrato de alga,
Scenedesmus almeriensis, aquecimento, estabilidade oxidativa.
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ABSTRACT

Olive oil is the vegetable oil most appreciated by the consumer due to its
organoleptic characteristics and chemical composition that confer unique properties.
Whether the sensory and chemical characteristics are highly dependent on olive cultivar.
In turn, in modern kitchen, is increasing the use of vegetable oils under thermal process,
which influence their properties, having antioxidants an important role in preventing
this action. The present study aimed to the study of different varietal oils in terms of
their quality, chemical composition and antioxidant activity and the effect of adding
algae extracts from Scenedesmus almeriensis in the composition when the oil is

subjected to heating.

The characterization of the varietal olive oils showed that the cultivar factor is
crucial to the composition. For quality parameters, the varietal olive oils showed values
within the legal limits established for extra virgin olive oil classification. The oils
obtained were different in terms of their chemical composition, sensory characteristics
and antioxidant activity. The cv. Manzanilla had the highest content of oleic acid
(83.43%). For the PUFA/SFA fraction of fatty acids, cvs. Arbonosa, Cobrancosa,

Cornicabra and Manzanilla had values slightly below the recommended range.

Regarding the addition of algae extract, we observed a protective effect when the
oil was subjected to heating. The heated oil without the addition of algae showed greater
peroxide index values, while the heated oil with the addition of algae, due to the
pigments content, reported higher values for Ky, and Kazo extinction coefficients. The
chemical composition analysis showed that the fatty acids and tocopherols were not
affected by the addition of algae extract. Addition of olive oil algae extract had a
positive effect on antioxidant activity presenting these oils higher stability. The
colorimetry showed that the oils with algae extracts had more orange color which is
related to higher pigment content. The results allow us to state that the addition of algae
extract did not significantly alter the oil quality parameters that could favor an increase

in their resistance when exposed to heat.

Keywords: varietal oils, characterization, antioxidants, algae extract, Scenedesmus

almeriensis, heating, oxidative stability.
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1. INTRODUCAO






O azeite virgem € o Gleo obtido a partir do fruto da oliveira (Olea europea L.)
unicamente por processos mecanicos ou fisicos sob condi¢fes, nomeadamente térmicas,
gue ndo o alterem e que ndo tenha sofrido qualquer tratamento além da lavagem,
decantacdo, centrifugacdo e filtracdo (COI, 2015). Este possui uma composi¢do quimica
equilibrada que Ihe confere qualidade e alto valor nutricional. Devido aos muitos
beneficios para a salde e as caracteristicas organoléticas que advém da sua composicéo,
0 azeite é na atualidade um o6leo de elevado valor comercial e por isso sujeito a

adulteracdes que podem alterar tanto a sua genuinidade como tipicidade.

De acordo com o Regulamento Europeu 2568/91, relativo as caracteristicas dos
azeites e dos Oleos de bagaco de azeitona, bem como aos metodos de analise
relacionados, e respetivas alteracdes, o azeite pode ser comercializado nos paises

membros de acordo com a classificagdo comercial:

Azeite virgem extra — azeite virgem com gosto e sabor perfeitamente
irrepreensivel cuja acidez livre, expressa em acido oleico, ndo seja superior a 0,8%, e

que cumpra os restantes parametros do regulamento europeu para a categoria.

Azeite virgem — azeite com gosto e sabor irrepreensivel, e cuja acidez livre,
expressa em acido oleico, ndo superior a 2%, e que cumpra os restantes parametros do

regulamento europeu para a categoria.

Azeite — azeite constituido por uma mistura de azeite refinado com azeite virgem,
com exclusdo do lampante, cuja acidez livre expressa em acido oleico, ndo seja superior

a 1,5% e que cumpra os restantes pardmetros do regulamento europeu para a categoria.

O azeite virgem que ndo cumpre os parametros para ser incluido nas categorias de

azeite virgem extra e azeite virgem é denominado azeite lampante.

O Regulamento Europeu 2568/91 e respetivas alteragdes, ainda referem que
apenas podem ser destinados ao consumo final azeite virgem extra, o azeite virgem e 0
azeite. O azeite virgem lampante sé pode ser utilizado para fins comestiveis depois de

refinado, e o azeite refinado sé pode ser usado para a obtencdo de tipo comercial azeite.

A composi¢do quimica do azeite é dividida em duas fracGes, maioritaria e
minoritaria (Firestone, 2005). A fragdo maioritaria, que compde a maior parte (98-99%)
do azeite, € constituida essencialmente por triglicerideos e em menor amplitude por
ésteres de glicerina com &cidos gordos e acidos gordos livres. Os acidos gordos

predominantes podem ser classificados em saturados, monoinsaturados ou

3



poliinsaturados, de acordo com a sua estrutura, ligacdes simples, ligagdes simples e uma
dupla ou trés ligacbes duplas, respetivamente. Contudo, o &cido gordo predominante no
azeite € o &cido oleico (55-83%), que € monoinsaturado. A fracdo minoritaria €
composta por diferentes componentes de onde se destacam os compostos fenolicos, 0s
tocoferois e os carotenoides. Embora sendo uma fragdo menor (1-2%), apresenta grande
importancia do ponto de vista bioldgico e nutricional do azeite, nas caracteristicas
organoléticas e, ainda, na sua resisténcia a oxidacdo (Gunstone, 2011; Gutiérrez e
Carretero, 2009).

O Conselho Oleicola Internacional (COI, 2015) estabelece limites sobre a
composicao de acidos gordos para cada categoria de azeite. Os principais acidos gordos
qgue compbem a fracdo maioritaria sdo o acido oleico, ocupa entre 55-83% do total,
acido palmitico entre 7,5-20%, &cido linoleico entre 2,5-21%, acido estedrico com 0,5-
5%, acido palmitoleico 0,3-3,5% e &cido linolénico <1,0%. A fragdo minoritaria é
representada por cerca de 230 componentes que ocupam em torno de 2% da composi¢ao
do azeite. Esterois ocupam em média 0,16% do peso total, polifenodis 0,03%, terpenos
0,5% e tocoferois 0,02%.

Ha& diversos fatores que influem ao nivel da qualidade e composicdo do azeite,
como sejam as condicOes climaticas e as caracteristicas do solo onde as plantas séo
cultivadas, as préticas de cultivo, a cultivar, o ataque de pragas, doencas, o estado de
maturacdo da azeitona, a colheita, 0 processo de extracdo do azeite e condi¢Oes de

conservacao antes, durante e depois do processamento (Gutiérrez e Carretero, 2009).

A cultivar de oliveira é um dos aspetos que mais influi na composicao quimica do
azeite. De uma maneira geral, diferentes cultivares de oliveira tém diferentes
quantidades de 6leo, que apresentam composi¢do quimica distinta, o que influi tanto na
qualidade do produto como na sua estabilidade. Além da cultivar, alguns fatores como
sejam a de irrigacdo (Patumi et al., 2002), o estado de maturacdo do fruto (Kalua et al.,
2005) e a origem geogréafica de producdo (Vinha et al., 2005) devem ser levados em
consideracdo, pois afetam direta ou indiretamente a quantidade da fracdo minoritéria
presente no azeite, alterando os compostos aromaticos, a estabilidade oxidativa e
consequentemente o tempo de vida do produto.

Por outro lado, nos dltimos anos tem aumentado a utilizacdo por parte dos
consumidores de métodos rapidos de processamento, como sejam a utilizagdo de micro-
ondas na culinaria, o que influi tanto na qualidade como na composicdo do azeite
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utilizado. Alguns autores sugerem que a adicdo de extratos ricos em antioxidantes, para
além de aumentarem o valor bioldgico intrinseco do produto, pode minimizar os efeitos
nefastos do aguecimento em micro-ondas (Farag et al., 2003; Malheiro et al., 2013a;
Rodrigues et al., 2012).

Neste sentido, os objetivos do presente trabalho sdo por um lado proceder a
caraterizacdo quimica e atividade antioxidante de azeites de diferentes cultivares de
oliveira, e por outro, estudar o efeito protetor da adi¢do de extrato da alga Scenedesmus
almeriensis ao azeite quando aquecido em micro-ondas. Assim, na parte introdutéria
far-se-4 uma breve descricdo sobre o efeito da cultivar de oliveira na composicao do
azeite; e considerando a preocupacgdo crescente com a riqueza em antioxidantes das
matrizes vegetais e a sua preservacao no processo culinario, faz-se uma breve
abordagem a utilizacdo de microalgas como matéria para a preparagdo de extratos ricos

em antioxidantes naturais com efeito protetor do processo oxidativo.
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2.1. INFLUENCIA DA CULTIVAR DA OLIVEIRA NA COMPOSICAO DO
AZEITE

Existe uma vasta gama de cultivares de oliveira conhecidas e produzidas
comercialmente. Muitos paises da Europa, do Oriente Médio e Africa do Norte utilizam
0 recurso de cultivares de oliveira distintas, apresentando caracteristicas morfoldgicas

distintas e, consequentemente, produzindo azeites distintos entre si.

Vaérios trabalhos tém demonstrado que a cultivar exerce um fator determinante na
composicdo e caracteristicas dos azeites (Aranda et al., 2004; Cardoso et al., 2010;
Criado et al., 2007; Gomez-Rico et al., 2008; Kalua et al., 2005; Tura et al., 2007), os
quais relatam em suas pesquisas alguns dos parametros que normalmente séo afetados

pela cultivar. A seguir, se descreve brevemente sobre os principais parametros.

2.1.1. Composicdo em acidos gordos

Os é&cidos gordos sdo acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas, podendo
conter apenas ligacdes simples (neste caso sdo denominados de &cidos gordos
saturados), ou conterem uma ou mais ligacdo dupla, sendo denominados de &cidos
gordos monoinsaturados e poliinsaturados, respetivamente (Figura 1). O &cido gordo
predominante no azeite € o acido oleico, um monoinsaturado (Gutiérrez e Carretero,
2009).

0
/\/\/\/\/\/\/\)J\OH Ac. Palmitico

0
/A\,/\/\\/\\/“\\/”‘\/’\/’\\/U\OH AC. Estearico

\/\\NW\)L\OH Ac. Oleico
/\/\ﬂ/:\/\/\/\*m{ Ac. Linoleico

Figura 1. Principais &cidos gordos presentes no azeite

Segundo Matthaus e Ozcan (2011), a composicdo de acidos gordos do azeite
oscila amplamente entre as diferentes cultivares. Além disso, os acidos gordos
saturados, como os acidos palmitico e estearico, e acidos gordos insaturados, como

acidos oleico, linoleico e linolénico, sucedem em diferentes proporcdes.



O elevado teor em &cidos gordos monoinsaturados faz com que o azeite seja
diferente de todos os outros 6leos vegetais. A quantidade de &cidos gordos livres
presente no azeite depende da zona de producdo, latitude, clima, cultivar da azeitona e o
seu estado de maturacdo. Essas diferencas de composicdo de acidos gordos
provavelmente refletem o comportamento metabdlico especifico de cada cultivar, que é

controlado por determinantes genéticos (Aparicio e Luna, 2002).

Reboredo-Rodriguez et al. (2015), relataram diferentes valores para a acidez livre,
em % de acido oleico, de 0,08 e 0,13 + 0,01 para azeites das cvs. Arbequina e Picual,
respetivamente, apresentando essas cultivares composicdo acidica diferente. O acido
oleico, acido gordo principal, apresentou variacdo em sua constituicdo para cada
cultivar, sendo de 76,09% (em Arbequina) e 82,61% (em Picual), enquanto que o acido
linoleico, o &cido gordo essencial principal, foi de 7,30% (em Arbequina) para 2,85%

(em Picual).

Aranda et al. (2004), compararam azeites virgens da cv. Cornicabra com outras
cultivares espanholas em relagdo a composicdo de acidos gordos, apresentadas na
Quadro 1, e constatou que, as cvs. Cornicabra e Picual apresentaram as maiores
concentragfes de &cido oleico e menores para &cido linoleico e linolénico. A cv.
Hojiblanca apresentou as menores concentracOes para acido palmitico, palmitoleico e
em &cidos gordos saturados (SFA), enquanto que a cv. Arbequina apresentou as maiores
concentracfes de &cido palmitico, palmitoleico e linoleico, SFA e acidos gordos

polinsaturados (PUFA) entre as cultivares analisadas.

Quadro 1. Composicdo em acidos gordos de diferentes cultivares espanholas.

o Cultivar
Acido gordo - - ~ -
Cornicabra Picual Hojiblanca Arbequina
Cis0 9,22 £0,17 10,6 + 0,78 9,68 + 1,00 13,7+ 0,99
Cie1 0,77 +£0,11 0,91+0,13 0,73 +£0,15 1,42 £ 0,24
Ci71 0,10 £0,01 0,11 +0,03 0,23 £ 0,04 0,26 + 0,02
Ciso 3,36 £0,29 3,49 £ 0,47 3,48+0,21 2,03+£0,19
Cis1 80,4 £0,96 78,9 £1,62 76,6 £ 1,54 70,6 £1,70
Cis:2 4,46 + 0,57 453+1,14 7,51+1,13 10,3+0,87
Cis:3 0,62 +0,08 0,67 0,05 0,75+ 0,04 0,61 £ 0,05
SFA 13,3+ 0,67 14,6 + 0,70 13,9+£0,92 16,4 £ 0,97

Fonte: adaptada de Aranda et al., (2004).
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Por outro lado, os estudos de Salvador et al (2001), Baccouri et al (2008) e
Mendonza et al (2013), mostraram que as relagdes econtradas para os principais acidos
gordos presentes no azeite apresenta uma variacdo entre cultivares, e até mesmo, entre
colheitas de safras diferentes de uma mesma cultivar, mas ndo ultrapassam o limite

permitido, sendo assim um fator diferencial e ndo prejudicial a qualidade do azeite.

2.1.2. Composicao em tocoferois e tocotriendis

Sd0 componentes muito importantes no azeite por apresentarem capacidades
antioxidante e vitaminica, que juntamente com outros compostos auxiliam na
estabilidade dos azeites. Os tocoferois, juntamente com os tocotriendis, constituem um
grupo de substancias que formam a vitamina E. Na natureza existem quatro tocoferois,
designados por alfa (a), beta (B), gama (y) e¢ delta (8) (Figura 2). O a-tocoferol
representa aproximadamente 90-95% do teor de tocoferdis totais no azeite. Em
consequéncia, muitas referéncias tém abordado estes compostos correlacionados a
estabilidade oxidativa (Tura et al., 2007).

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

B - tocoferol: R, =R,=CH,; R,=H
¥ - tocoferol: R, =H; R, =R, = CH,
d - tocoferol: R, =R, =H; R, = CH,

Figura 2. Estrutura quimica dos tocoferadis.

Estudos sobre a influéncia da cultivar na composigdo minoritaria de azeites
virgens apontam que o teor em tocoferdis, nomeadamente o-tocoferol, sofre uma
variacdo assinalavel. Esta variacdo € justificada pela maturacdo do fruto, pelo fator
cultivar e pela geografia, tendo sido registadas, por exemplo, uma maior quantidade de
tocoferol proveniente de cultivares colhidas em baixas altitudes do que daquelas
provindas de regides de maiores altitudes (Aparicio e Luna, 2002; Cayuela et al., 2006;
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Gimeno et al., 2002; Gémez Rico et al., 2009; Matos et al. 2007; Matthaus e Ozcan,
2011; Tura et al., 2007). Aparicio e Luna (2002), durante a caracterizacdo de azeites
virgens monovarietais, observaram variacao entre os teores de tocoferol presente nas
cvs. Hojiblanca, Picual, Picudo e Redondilla, variando entre 287 e 331mg/kg (Quadro
2).

Quadro 2. Concentracdo média de polifendis e tocoferdis encontrado em cultivares de
azeites virgens

Cultivar Polifenois total [mg/kg de acido cafeico] Tocoferois total [mg/kg]
Hojiblanca 247 323
Picual 483 331
Picudo 243 287
Redondilla 247 296

Fonte: Aparicio & Luna (2002).

2.1.3. Composicdo em esterais

Os compostos esterolicos sdo alcoois tetraciclicos biossintetizados a partir do
esqualeno e € de alta importancia a sua presenca em azeites, uma vez que esta
relacionada a qualidade e autenticidade (Guiné, 2014). O teor de esterdis no azeite
refinado é consideravelmente reduzido devido as perdas significativas destes na etapa
de branqueamento do processo de refino (Garcia-Gonzélez et al., 2008).

O principal esterol presente no azeite ¢ o B-sitosterol (Figura 3), e em menores
quantidades o colesterol, brassicasterol, estigmasterol, campesterol, A-7-estigmasterol e
[-sitosterol aparente. Alguns fatores como a cultivar, o grau de maturacdo e as
condigcdes em que o fruto é submetido antes da extracdo, influenciam no conteddo de
esterdis (Ghanbari et al., 2012; Sena-Moreno et al., 2015; Casas et al., 2004).

Figura 3. Estrutura quimica do B-sitosterol.
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2.14. Composicdo em pigmentos

As clorofilas e os carotenoides sdo 0s pigmentos responsaveis pela cor dos azeites. As
clorofilas a e b e os seus produtos de oxidacdo, feofitinas a e b, sdo responsaveis pela
cor esverdeada. Ja os carotenoides (luteina, B-caroteno, violaxantina e neoxantina) sao
os responsaveis pela cor amarelada dos azeites (Kiritsakis et al., 2001). Os pigmentos
tém ainda um papel importante na atividade oxidativa dos azeites, uma vez que atuam
como antioxidante ao abrigo da luz e pro-oxidante quando expostos a luz (Giuffrida et
al., 2007).

Os carotenoides, juntamente com os polifendis e tocoferois, fornecem uma
estabilidade oxidativa ao azeite e tém um efeito sinergético de antioxidantes e anti
carcinogénicos. A quantidade destes compostos é influenciada pela cultivar, indice de
maturacdo, zona de producdo, sistema de extracdo, e condi¢Bes de armazenamento (Boskou
et al., 2006; Ramirez-Tortosa et al., 2006; Sanchez et al., 2001).

2.1.5. Composicdo em compostos fenolicos

As azeitonas possuem, na sua maioria, compostos fenolicos hidrossollveis
presentes na polpa, que passam numa pequena quantidade para o azeite. Os compostos
fendlicos incluem uma série de substancias diferentes, tais como o &cido vanilico, acido
gélico, acido cumérico, &cido cafeico, tirosol e hidroxitirosol, sendo a sua presenca no
azeite relacionada diretamente com a cultivar, grau de maturagdo da matéria-prima, as
condi¢des de armazenamento, condicdes climaticas e do tipo de tecnologia utilizada na
sua producdo, sendo os principais responsaveis pela maior parte das propriedades
antioxidantes dos azeites virgens proporcionando caracteristicas Unicas de sabor rico e

complexo (Boskou, 2008; Visioli et al., 2006). Essa relagéo esta ilustrada na Figura 4.
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Irrigacgéo

Condigbes

Origem edafoclimaticas )

geografica J

Figura 4. Fatores que exercem influéncia sobre a planta e consequentemente sobre a
composicao quimica dos seus produtos, adaptado de Malheiro et al. (2015).

Segundo Gomez-Rico et al. (2008), os estudos realizados sobre a fracéo
minoritaria em azeitonas espanholas e seus correspondentes azeites virgens, em funcao
dos efeitos das diferentes cultivares e estado de maturacdo, relataram que o0s
secoiridoides, derivados de hidroxitirosol e tirosol, foram os de maior teor fenolico
dentre as cultivares analisadas. Entretanto, a sua distribuicdo teve variacdo nas
diferentes cultivares. Para as cvs. Arbequina, Cornicabra e Picual, os complexos de
fendis mais importantes foram os secoiridoides derivados do hidroxitirosol, enquanto na
cv. Picudo foram os secoiridoides derivados do tirosol, como demonstrado na Figura 5.

Por sua vez, Malheiro et al. (2014) demonstraram, recorrendo a técnicas de
quimiometria, que o perfil fenodlico dos frutos no momento de colheita permite
discriminar a cultivar de oliveira quanto a sua origem, e constatou ainda que a
maturacdo influi de diferentes formas de acordo com a cultivar, o que originara
consequentemente produtos diferentes de acordo com a cultivar e indice de maturagéo

das azeitonas.

14



7000. 7000

ARBEQUINA Oleuropein CORNICABRA

: RI=30-35 i RIz40
6000 : 6000 :
5000 5000 i

Oleuropein +
2000 Demethyloleuropein

20004

'
i Total phenols
|

Hydroxytyrosol
secoiridoids

Phenolic Content (mg/Kg)
Phenolic Content (mg/Kg)

1000 [ 1000
Hydroxytyrosol

XYty Tyrosol
secoiridoids

secolriodoids
N

Tyrosol
secoiriodoids|

,_
coxe
55

|

|

% 1 Total phenols
S0teee! H i

R :

ool H

Olive fruit Virgin olive oil Olive fruit Virgin olive oil

o

Figura 5. Comparag&o entre o perfil fenolico na azeitona e no azeite virgem
correspondente. Gomez-Rico et al. (2008).

2.2.  EFEITO DA ADICAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS AO AZEITE
2.2.1. Extratos de plantas ricos em antioxidantes

Os antioxidantes vém sendo tema de muitos estudos nos Gltimos tempos devido a
sua acdo preventiva com respeito as reacBes oxidativas, aumentando, por consequéncia,
a estabilidade dos dleos e gorduras (Baiano et al., 2010). A oxidacdo lipidica é um dos
fatores principais que leva a perda da qualidade dos alimentos, podendo ser feita a sua
prevengdo ou retardamento por meio de adicdo de antioxidantes (Rodrigues et al.,
2012). Os &cidos gordos insaturados séo os principais substratos alvos de oxidacéao, 0s
quais podem formar compostos toxicos e perigosos para a saude humana (Laguerre et
al., 2007), sendo, desta maneira, necessario encontrar métodos para aumentar a
estabilidade e qualidade nos oOleos vegetais. Estudos realizados nos ultimos anos
apresentam resultados importantes com a adi¢cdo de antioxidantes em azeites e outros
6leos vegetais, como a adi¢do de folhas de oliveira (Farag et al., 2003; Malheiro, et al.,
2013a; Mohammadi et al., 2015), extratos de lavanda (Rodrigues et al., 2012), extratos
de cha verde (Malheiro et al., 2012), extratos de semente e casca de uvas tintas (Shaker,

2006) e extratos de folhas de vegetais (Shyamala et al., 2005).

A inclusdo de matrizes ricas em compostos antioxidantes como, por exemplo, a
folha da oliveira ou citrinos, durante o processo de extracdo, contribuem para um
aumento consideravel da estabilidade oxidativa e qualidade nutricional. Durante o
processo de extracdo uma fracdo significativa dos compostos fendlicos fica retida no
azeite e a outra € eliminada nas aguas de vegetacdo. Malheiro et al. (2013a), ao
estudarem o efeito da adicdo de folhas de oliveira durante o processo de extragdo do

azeite, observaram que este 6leo foi enriquecido por varios compostos que melhoraram
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sua aparéncia, resisténcia a oxidacdo e composi¢cdo. Contudo, 0 aumento do teor de
PUFA e feofitina em quando foram adicionadas folhas em algumas concentracfes pode
implicar perda da estabilidade oxidativa. Os autores relatam também que este método
tem maior aplicabilidade em azeitonas sobrematuradas, como uma forma de melhorar a
qualidade do dleo a ser extraido, mas também pode ser aplicado em outros azeites, de

forma a aumentar o tempo de vida, a estabilidade oxidativa e qualidade nutricional.

2.2.2. Adicao de especiarias e aromatizantes

A adicdo de diferentes aromas e especiarias no azeite afeta cada um de maneira
distinta na composicdo e consequentemente na qualidade. Sousa et al. (2015),
observaram a influéncia de diferentes aromas comumente usados na cozinha
mediterranea e que foram usados como aromatizantes em azeites no que respeita aos
parametros de qualidade, composicdo em acidos gordos, tocoferdis, tocotrienois,
atividade antioxidante, teor em fendis totais e estabilidade oxidativa. Concluiram que o
alho induziu um aumento nos valores de acidez livre, mas manteve 0s parametros de
qualidade dentro dos admissiveis para a categoria. Os azeites sofreram um
enriquecimento nutricional devido ao aumento do teor de vitamina E, principalmente
em azeites aromatizados com malagueta. As propriedades antioxidantes foram
influenciadas de forma positiva ao considerar-se que, apesar do teor em fenois totais

diminuir, a capacidade de neutralizar a oxidagdo aumentou.

2.2.3. Extratos de algas ricos em antioxidantes

As algas apresentam na sua constituicdo uma série de compostos bioativos de alto
potencial benéfico para a salde, tornando-se uma alternativa como ingrediente
funcional para a indUstria e processamento alimentar. As algas comestiveis contém
niveis aceitaveis de proteina, com uma composicdo de grande valor nutricional. O seu
teor lipidico mostra uma proporcdo elevada em acidos gordos essenciais e
poliinsaturados, sendo também uma fonte de minerais e fibra alimentar (Lopez-Lépez et
al., 2009). A atividade antioxidante das algas € relacionada ao seu teor de carotenoides,
compostos fendlicos, a-tocoferol, flavanoides entre outros. Nesse sentido, nos ultimos

tempos passaram a considera-las ndo s6 como um aditivo alimentar, com aplicacfes
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como gelificantes e espessantes, mas também como antioxidante natural, atuando na

prevencdo da oxidacdo dos alimentos (Plaza et al., 2008).

Os compostos antioxidantes das algas atuam contra uma série de doencas,
apresentando potencial anti-inflamatério, antibacteriano e até antifingico (Baghel et al.,
2014; Cornish e Garbary, 2010; Krinsky e Johnson, 2005). A luteina € um dos
carotenoides com atividade antioxidante mais importante, podendo ser encontrado em
alguns vegetais tais como couves, espinafres, e brécolos, e também na flor de caléndula
(Krinsky e Johnson, 2005; Ozawa et al., 2012). Dwyer et al. (2001), Nishino et al.
(2009), Ozawa et al. (2012), Voutilainen et al., (2006), relataram a aplicacdo da luteina
na saude humana para prevencdes de alguns tipos de cancro, doengas cardiovasculares,

melhoria dos sintomas iniciais da aterosclerose e algumas doencgas provocadas na retina.

Os carotenoides sdo componentes bioativos de pigmentos, relevantes devido a sua
diversidade estrutural e numerosas fungdes bioldgicas no organismo humano, tais como
acao antioxidante. Estes compostos estdo presentes em algas e sdo responsaveis por
muitas das cores amarelo, laranja e vermelha, caracteristica de frutas e flores, bem como
a cor de alguns passaros, insetos, e animais marinhos, por possuirem a propriedade de
dissolverem-se bem em solventes ndo-polares (Cerén et al., 2008; Nishino et al., 2009;
Ozawa et al., 2012; Rao e Rao, 2007).

Vaérias fungdes sdo executadas pelos carotenoides nas microalgas. Estas vdo desde
a coleta de luz emitida pelo sol, passando pela contribuicdo para a estabilidade da sua
estrutura até a fungdo de complexos fotossintéticos (Guedes et al., 2011). Pirastru et al.
(2012) verificaram que as algas, quando submetidas a condig¢des de stress, incluindo
culturas com alta salinidade, aumentam a producéo de carotenoides com alta atividade
antioxidante. A atividade antioxidante intrinseca de carotenoides compde a base para

reagir ao estresse oxidativo.

Scenedesmus almeriensis € uma espécie de alga do género Scenedesmus altamente
produtiva e de rapido crescimento, sendo também uma eficiente produtora de luteina
junto a outros carotenoides, como o -caroteno (Sanchez et al., 2008a). Muitas espécies
deste género estdo sendo investigadas para fins industriais pois possuem altas taxas de
crescimento e a habilidade de crescer em condicdes diversas (Fernandez-Sevilla et al.,
2010; Sanchez et al., 2008a; Sanchez et al., 2008b). Esta espécie retne muitos pré-
requisitos para aplicacdes na area industrial e de futuras pesquisas. Além do alto teor de
carotenoides, com destaque para a presenca de luteina, ao ser exposta a condi¢cdes de
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estresse, apresentou adaptacdo ao meio: capacidade de crescimento em ampla faixa de
pH e temperatura, resisténcia a salinidade e tolerancia a altas concentracdes de cobre
(Limon et al., 2015; Fernandez-Sevilla et al., 2010; Sanchez et al., 2008b).

2.3. EFEITO DO AQUECIMENTO EM MICRO-ONDAS

Nas Ultimas décadas, o estilo de vida trouxe mudangas nas tecnologias de
processamento de alimentos e culinaria. Desde a sua invencdo e desenvolvimento, 0 uso
do forno de micro-ondas aumentou constantemente tanto em casa como na industria,
principalmente devido as suas vantagens, que incluem a capacidade de transmitir
rapidamente o calor pelo seu alto poder de penetracdo, conveniéncia, facilidade de uso e
economia de tempo e energia. Outra razdo para 0 aumento constante na utilizacdo do
forno de micro-ondas é a tendéncia na elaboragéo de produtos alimentares “pré-prontos”
para descongelar, aquecer ou cozinhar com uso deste equipamento, facilitando a vida do
consumidor (Malheiro et al., 2011).

Diferentes trabalhos tém sido realizados com o objetivo de avaliar os efeitos que o
aguecimento por micro-ondas pode causar sobre os alimentos e seus componentes, tais
como a fracdo lipidica de gorduras animais e 6leos vegetais. O aquecimento por micro-
ondas pode acelerar as reacdes de oxidacdo, que vem a promover os radicais livres no
alimento, além de outros fatores como composicdo de &cidos gordos, acidos gordos
livres, presenca de oxigénio, agua, estado fisico, luz, presenca de metais na composicao
e antioxidantes (Ayadi et al., 2009; Lalas e Dourtoglou, 2003; Malheiro et al., 2013a;
Malheiro et al., 2013b; Malheiro et al., 2012; Malheiro et al., 2009; Rodrigues et al.,
2012).

Os principais meios de consumo de azeite incluem a aplicacdo direta em saladas
ou como ingrediente em molhos, mas também vem sendo usado para cozinhar, seja em
frituras ou cozimentos. Contudo, sob estresse térmico, alguns componentes nao-
gliceridicos do azeite podem ser degradados. Nunes et al. (2013) relataram que em altas
temperaturas a composicdo sofre variadas modificacdes, como formacgédo de compostos

oxidados e alteracdo sensorial.

Segundo Malheiro et al. (2009), o processo de aquecimento diminui a qualidade
do azeite quanto maior for a temperatura empregada, onde, acima de trés minutos, a

composic¢ao em clorofila, carotenoides e a-tocoferol sdo afetadas significativamente.
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A adi¢do de antioxidantes com alto teor em carotenoides, como o [3-caroteno e a
luteina, vem sendo explorada em estudos (Limon et al., 2015), a fim de avaliar a
influéncia da sua presenca na composicdo do azeite e, posteriormente, fazer possivel

correlacdo com as alteracGes quando exposto ao aquecimento.
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3. MATERIAIS E METODOS
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Considerando que o trabalho teve dois objetivos distintos, por um lado a
caraterizacdo de azeites varietais, extraidos de diferentes cultivares de oliveira; e por
outro o estudo do efeito do aquecimento em micro-ondas de azeite virgem com adi¢éo e
na auséncia de extrato da alga Scenedesmus almeriensis, far-se-4& uma pequena
abordagem ao delineamento experimental de cada parte do trabalho, sendo as

metodologias apresentadas em comum.

3.1. CARATERIZACAO DE AZEITES ELEMENTARES

Para a caraterizagdo de azeites elementares, foram colhidas azeitonas de diferentes
cultivares, nomeadamente: Arbequina, Arbosana, Cobrangosa, Picual, Arroniz,
Cornicabra, Manzanilla, Redondilla, Royuela, Frantoio, Hojiblanca, Picudo, e Zorzal.
Para o caso da cv. Arbequina, foram obtidos diferentes lotes de azeitona, nomeadamente
3,5*1,5, 3*1,5, 4*1, 4*1,25, 4*1,5 e 4*2, que correspondem a diferentes densidades das
arvores no campo. O olival de onde provieram as azeitonas localiza-se em Medina de
Rio Seco, na provincia de Valladolid, Regido de Castela e Ledo, e € conduzido sobre a
forma de olival superintensivo com uma elevada densidade de arvores por hectare,
integrando uma parcela experimental do Instituto Tecnoldgico Agrario de Castela e
Ledo (ITACyL).

No final de novembro de 2014, de cada cultivar, foram recolhidos manualmente
cerca de 3,0 kg de azeitonas, que foram colocados em caixas de plastico rigidas e
transportados, no mais curto espaco de tempo, para o laboratério do Instituto
Tecnologico Agrario de Castela e Ledo, em Valladolid, Espanha, onde se procedeu a
extracdo dos azeites. A extracdo foi feita em menos de 24 horas para preservar a

integridade dos azeites.

A extracdo foi feita num sistema de extracdo tipo Abencor (Comercial Abengoa
SA, Sevilha, Espanha), onde é simulado todo o processo de obtencéo de azeite de uma
linha industrial. Em seguida, procedeu-se a moenda das azeitonas, batedura,
centrifugacdo das pastas e separacdo das diferentes fases, solido-liquido e liquido-
liquido. A batedura ocorreu a temperatura de 25 °C em “banho-maria” durante 30
minutos. Por forma a separar melhor o azeite da pasta de azeitona, 5 minutos antes do
fim da batedura foram adicionados 100 mL de dgua morna a temperatura de 35 + 5 °C.

Apobs finalizada a batedura, a pasta foi centrifugada permitindo separar a fase liquida da
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fase solida por diferenca de densidades. De seguida, pelo processo de decantacao,
ocorreu a separagdo das fases liquidas, permanecendo o azeite, na parte superior, das
aguas rucas, na parte inferior. Os azeites obtidos de cada uma das cultivares foram
colocados em garrafas individuais, sendo posteriormente transportadas para o
Laboratério de AgroBioTecnologia da Escola Superior Agraria de Instituto Politécnico

de Braganca.

Antes de iniciar as analises de caraterizacdo, os diferentes azeites foram filtrados
com papel filtro na presenca de sulfato de sodio anidro, de forma a remover possiveis
impurezas e humidade que pudessem estar presentes. Apos a filtragdo, as amostras
contidas em garrafas de cor @mbar com capacidade para 500 mL e rolhadas, foram
acondicionadas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz para evitar a ocorréncia de
fendmenos oxidativos, procedendo-se a analise dos diferentes pardmetros. Cada uma
das determinagdes foi efetuada em duplicado.

Os diferentes azeites foram caraterizados no que respeita a sua qualidade,
nomeadamente pela avaliacdo da acidez, indice de peroxido, coeficientes de extincdo
especifica no ultravioleta (Kas, K270 € AK) e avaliagdo sensorial; composi¢do quimica,
nomeadamente no que respeita a sua composicdo em &cidos gordos, esterdis e em
tocoferois e tocotriendis; atividade antioxidante, pela avaliacdo do teor em fendis totais,
resisténcia a oxidacdo pelo método Rancimat; efeito bloqueador dos radicais livres de
DPPH, efeito sequestrante de radicais ABTS e cor pelo método CIELAB..

3.2. EFEITO DO AQUECIMENTO EM MICRO-ONDAS EM AZEITE
VIRGEM COM E SEM ADICAO DE EXTRATO DE SCENEDESMUS
ALMERIENSIS

Para avaliar o efeito protetor da adi¢do de extrato da microalga S. almeriensis no
azeite virgem quando sujeito a aquecimento em micro-ondas, foi adicionado extrato a
azeites que foram posteriormente sujeitos a aquecimento, da forma como a seguir se

descreve.

Foi selecionado um azeite monovarietal Arbequina, a partir do qual foram
constituidos trés lotes. Cada um dos lotes formados foi subdividido em trés amostras, de
40 mL, que sofreram os diferentes tratamentos em avaliacdo. O primeiro lote,

denominado Ty, corresponde ao tempo inicial em que o azeite ndo sofreu qualquer
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tratamento nem adicao de alga. O segundo lote, denominado Ts, foi subdividido em trés
amostras igualmente de 40 mL, e que foram sujeitas a aquecimento em micro-ondas. Ao
terceiro lote, denominado Tsext, procedeu-se a adicdo de extrato de microalga S.
almerienis e foi posteriormente aquecido em micro-ondas. Cada uma das amostras, e

em cada tratamento, foi tratada individualmente constituindo desta forma uma repeticéo.

Previamente ao aquecimento em micro-ondas adicionou-se extrato de alga em
concentracdo final de 0,1 mg/mL de azeite, dado que Limédn et al. (2015) verificaram
que a adicdo de maiores concentracOes de extrato ndo altera significativamente os
resultados. Uma vez que o extrato é de dificil dissolucdo, teve que se proceder a
realizacdo de um tratamento prévio. Assim num frasco rolhado com 250 mL de
capacidade, foram colocados 120 mL de azeite ao qual se procedeu a adic¢éo de 2,4 mL
de extrato, inicialmente a uma concentragdo de 5 mg/mL. De seguida e para melhor
incorporagdo do extrato no azeite, a mistura foi levada a um agitador orbital na
temperatura de 24 °C e a rotacdo de 200 rpm constantes, em escuro, durante 5 dias,

periodo a partir do qual ocorreu completa dissolucéo.

Apbs o procedimento descrito, foram colocados individualmente 40 mL de azeite,
das amostras Ts e Tsext, em placas de Petri de 9 mm de diametro e 1 mm de altura. As
placas foram colocadas destapadas e levadas individualmente ao aquecimento em
micro-ondas (SOLAC) por 5 minutos em poténcia maxima (1000 Watts). Apds
aguecimento, as placas foram colocadas em ambiente fresco para arrefecimento e depois

armazenadas em refrigeracéo.

Nos diferentes azeites, isto é, controlo sem aquecimento (To) e sujeitos a
aquecimento, com (Tsext) € sem adicdo de alga (Ts), procedeu-se a avaliacdo dos
seguintes parametros de qualidade: acidez, indice de perdxido, e coeficientes de
extincdo especifica no ultravioleta (Kas, Kao € AK); composigdo quimica,
nomeadamente no que respeita a sua composicdo em &cidos gordos, esterdis e em
tocoferdis e tocotriendis; pigmentos; atividade antioxidante, pela avaliacdo da
resisténcia a oxidacdo pelo método Rancimat; efeito bloqueador dos radicais livres de

DPPH, e efeito sequestrante de radicais ABTS; e cor pelo método CIELAB.

De seguida apresentam-se as metodologias usadas para a determinacdo dos

diferentes parametros.

25



3.3. PARAMETROS DE QUALIDADE
3.3.1. Acidez

A acidez foi determinada de acordo com o anexo Il do Regulamento (CEE) n°
2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991 e posteriores alteracdes. A cada
ensaio foi utilizado a toma de, aproximadamente 3,0 g de azeite; que foi dissolvido em
um erlenmeyer contendo 50 mL de uma solucgdo (1:1) etanol/éter etilico. Posteriormente
fez-se a titulacdo com uma solucdo hidréxido de sddio 0,1 M, utilizando como indicador
uma solucéo de fenolftaleina, até a mudanca de cor amarelada para rosa ténue. A acidez,
expressa em percentagem de acido oleico livre, foi determinada utilizando a seguinte
equacao:

VXCXM

Acidez (%) = 10X m

Onde:

V — volume de hidroxido de sodio gasto na titulagdo (mL);

C — concentracdo exata da solucédo de hidréxido de sédio em moles por litro;
M — massa molar do &cido oleico em g/mol;

m — massa da amostra em grama.

3.3.2. indice de Peréxido

A determinacéo do indice de perdxido foi executada de acordo com o anexo 11 do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991 e
posteriores alteraces. A cada ensaio foi pesado a toma de, aproximadamente, 1,2 g e
em seguida dissolveu-se em 15 mL de &cido acético glacial e 10 mL de cloroférmio
juntamente com 1 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio. Depois de agitar por
um minuto, tapou-se o erlenmeyer, deixando-o armazenado durante cinco minutos ao
abrigo de luz e em temperatura ambiente. Por fim, acrescentou-se 75 mL de &gua
destilada e uma solucdo de cozimento de amido (1 ¢g/100 mL) como indicador,
titulando-se com uma solucdo padrao de tiossulfato de sodio 0,01 N, tendo-se realizado
um ensaio em branco. Os valores de indice de peroxido expressos em miliequivalentes

de oxigénio ativo por kg de azeite foram calculados de acordo com a equagéo:
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02)_ VX N x 1000

Indice de Peréxido (mEq.@ =

m

Onde:

V — volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo, tendo em conta o ensaio do
branco;

N — normalidade exata da solucdo tiossulfato de sddio;

m — massa da amostra em grama.

3.3.3. Espectrofotometria no Ultravioleta

A anadlise de absorvancia no ultravioleta foi efetuada segundo o anexo I1X do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991 e
posteriores alteracbes. Em aproximadamente 0,6 g de toma de amostra foram
dissolvidos 10 mL de iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), determinando-se em seguida,
em cuvette de quartzo de percurso 6tico de 1 cm, o coeficiente de extin¢do da solucéo
nos comprimentos de onda prescritos (232 a 276 nm) em relagdo ao iso-octano no seu
estado puro. As leituras de absorvancia foram efetuadas num espectrofotometro
UV/Visivel modelo Genesys™ 10. Os valores das absorvancias foram expressos em
termos de extingdo especifica, designada por AK (coeficiente de extingdo). Os
coeficientes de extingdo a 232 nm, 270 nm, e AK foram calculados da seguinte forma:

Azszy
c Xl

K33, =

Az70
c Xl

270 =

Onde:
Aoso, Ases, A270 € Agz4 SA0 as absorvancia para respetiva onda;
¢ — concentracdo do azeite em g/100 mL;

| — percurso ético (1 cm).
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3.3.4. Andlise sensorial

Os azeites elementares foram submetidos a avaliacdo organolética conforme os
métodos e normas aprovadas pelo Conselho Oleicola Internacional (COI) para analise
sensorial de azeites, nomeadamente COI/T.20/Doc. n° 15/Rev.6 e COI/T.30/Doc. n° 17.
Para a realizacdo das provas, foi utilizado um painel treinado, composto por dois
provadores aptos a classificar as amostras de azeites em uma escala de acordo com
sensacOes olfactivas, sensagOes retronasal-gustativas e sensacdes finais ofacto-
gustativas. Para as sensacOes olfactivas, os seguintes atributos foram medidos: frutado
verde-oliva (0-7), outros frutos (0-3), verde (grama/folhas) (0-2), outras sensacfes
positivas (0-3) e harmonia (0-20). Em relacdo as sensacdes retronasal-gustativas, foram
avaliados o sabor frutado verde-oliva (0-10), doce (0-4), amargo (0-3), picante (0-3),
verde (grama/folhas) (0-2), outras sensagdes positivas (0-3) e harmonia (0-20). A
sensacdo final olfacto-gustativa também foi considerada para cada amostra, conjugando
todas as sensacOes organoléticas, apontando a complexidade (0-10) e persisténcia (0-
10). Deve notar-se que a harmonia aumenta quando os atributos sdo equilibrados, e a
complexidade aumenta com o numero e intensidade de aromas e sabores. Na elaboragéo
do perfil sensorial, as amostras dos azeites elementares em estudo foram avaliadas pelo

painel em duplicado.

34. COMPOSICAO QUIMICA
3.4.1. Composigdo em &cidos gordos

A composicdo em acidos gordos foi determinada de acordo com o anexo XA do
Regulamento (CEE) no 2568/91 da Comissdao Europeia de 11 de Julho de 1991 e
posteriores alteragfes. Os &cidos gordos, assim como 0s seus ésteres metilicos, foram
avaliados recorrendo a transesterificacdo direta a frio, com hidroxido de potassio
metanolico e extracdo com n-heptano. A toma de duas gotas de amostra foi dissolvida
em 2 mL de n-heptano, 100 pL de padrdo interno TriC11 (20 mg/mL de n-heptano), 200
WL de hidroxido de potassio preparado em metanol e fosfato de sodio.

O perfil em &cidos gordos foi determinado com um cromatédgrafo gasoso (GLC)
Chrompack, modelo CP-9001, com injetor em sistema split/splitless, com uma relacao

de split de 1:50 e volume de injecdo de 1 pL, injetor com detetor de ionizagdo por
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chama (FID), amostrador automéatico modelo Chrompack CP-9050 e uma coluna de
silica fundida com fase estacionaria CP-Sil 88 (100% cianoproplpolisiloxano) com as
dimens6es 50 m x 0,25 mm x 0,19 um. O gas de arrasto utilizado foi 0 Hélio com uma
pressdo de 110 kPa. As temperaturas do detetor e do injetor eram de 250 °C e 230 °C,
respetivamente, com uma relagéo de Split de 1:50 e um volume de injecdo de 1 pL. Os
resultados foram expressos em percentagem relativa de cada acido gordo, calculado pela
normalizacdo interna da area do pico cromatografico e eluido entre os ésteres miristico,
linocérico e metilico. Para identificagdo e calibracdo (Sigma-Aldrich®, Espanha) foram
utilizados uma amostra controlo (Olive oil 47118, Supelco) e uma mistura padréo de
éster metilico de acido gordo (Supelco 37 FAME Mix).

A separacdo dos acidos gordos foi efetuada numa coluna WCOT (Wall Coated
Open Tubular) de silica fundida com fase estacionaria CP Sil-88 (100%
cianopropilpolisiloxano) com as dimensdes 50 m x 0,25 mm x 0,19 um. Foi utilizado
como gas de arrasto o Hélio, com pressdo interna de 140 kPa. As temperaturas do
injetor, da coluna e do detetor eram 230 °C, 185 °C e 250 °C, respetivamente. A recolha
e o tratamento dos dados foram realizados pelo programa CP Maitre Chromatography

Data System, Version 2.5 (Chrompack International B. V.).

Os resultados foram tambem expressos em percentagem relativa de cada acido
gordo, calculado pela normalizacdo interna da area do pico cromatografico e eluido
entre os ésteres miristico, linocérico e metilico. Uma amostra controlo (Olive oil 47118,
Supelco) e uma mistura padrdo de éster metilico de acido gordo (Supelco 37 FAME
Mix) foram utilizados para identificaco e calibracdo (Sigma-Aldrich®, Espanha).

3.4.2. Composigdo em tocoferois e tocotriendis

A concentracdo de vitamina E foi obtida por determinagéo do teor de tocoferois e
tocotrienois por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC), segundo a norma ISO

9936:2006, com algumas modificacdes descritas por Casal et al. (2010).

Em uma toma de amostra de, aproximadamente, 100 mg, foram adicionados 10
pL de 2-metil-2-(4,8,12-trimetilridecil)-croman-6-ol (tocol) (Matreya Inc., USA) e
perfez-se o volume até 1 mL com n-hexano. O padrao de tocoferois (a-, B- ¢ y-) foi
adquirido de Supelco (USA).
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O cromatografo consistia num sistema integrado Jasco DG-2080-53 (Japao), e um
detetor de Fluorescéncia (Jasco FP-2020 Plus, Japdo), programado para ser excitado a
290 nm e emitir a 330 nm. A separacdo cromatogréafica foi conseguida através de uma
coluna Supelcosil™ (LC-SI; 75 cm x 3,0 mm; 3 um) (Sigma-Aldrich, Alemanha),
operando a temperatura constante de 22 + 2 °C. O sistema isocratico era composto por
uma fase mével, com uma mistura de 1,4-dioxano em n-hexano (2,5%, v/v) num caudal

de 0,70 mL/min. O volume de injecéo foi de 20 L.

Os dados foram analisados com o controle ChromNAV Center, Jasco
Chromatography Data Station (Japéo), sendo os resultados expressos em mg por kg de

azeite.

3.4.3. Composicdo em esterdis

A determinacdo dos esterdis foi realizada por cromatografia gasosa e detecao por
ionizacdo em chama (GC/FID), de acordo com Cunha et al (2006). Os padrdes de
colestanol, colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, B- sitostanol e a betulina
foram adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA). Os reagentes de derivatizacao, 1-
metilimidazol e N-metil-N-(trimetilsilil)-heptafluorobutiramida (MSHFBA) foram
fornecidos pela Sigma e Macherey-Nagel (Duren, Alemanha), respetivamente. As
placas de silica e o Oxido de aluminio 90 padronizado foram adquiridos a Merck
(Darmstadt, Alemanha). Os restantes reagentes utilizados tinham grau de pureza “Pro

analysis”.

A preparagdo das amostras para a analise dos esterois foi igual a utilizada para os
acidos gordos e tocoferdis, tendo sido usadas as mesmas extracGes de gordura para
ambas as analises. Ap6s a adi¢do de 1 mL de betulina (1,0 mg/mL em acetona) como
padrdo interno a 500 mg de cada amostra pesadas rigorosamente, procedeu-se a
saponificacdo das amostras com 10 mL de solucéo etanodlica de hidroxido de potassio
0,5 M. A fracdo insaponificavel foi obtida por extracdo em fase sélida com uma coluna
de oOxido de aluminio. Apos eluicdo com 5 mL de etanol e 30 mL de éter etilico,
procedeu-se a concentracdo do extrato. A fracdo correspondente aos esterois totais foi
isolada por cromatografia em camada fina, utilizando placas de silica e n-hexano/éter
dietilico (1:1, v/v) como eluente. As bandas separadas foram visualizadas e marcadas

apos aspersdao com metanol, e os compostos foram extraidos (3 vezes) da silica
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removida com 1 mL de alcool seguido de 5 mL de éter dietilico. O extrato foi
transferido para um pequeno frasco com fundo conico e levado a secura em corrente de
azoto. Procedeu-se em seguida a sua derivatizacdo. Para tal adicionaram-se 100 mL da
mistura de 1-metilimidazol e  N-metil-N-(trimetilsilil)-heptafluorobutiramida
(MSHFBA) (50 mL + 1 mL, respetivamente), selaram-se os frascos e aqueceu-se a 105
°C durante 15 min. O contetdo dos frascos foi depois analisado por GC/FID e a
identificacdo dos compostos foi efetuada por comparacdo com os tempos de retencéo

obtidos para os padrdes.

O cromatdgrafo gasoso utilizado foi 0 mesmo usado para determinar os acidos
gordos, mas com coluna capilar diferente. Para separacdo dos esterois, utilizou-se uma
coluna CP-Sil DB 5 MS, (30m x 0,25mm x 0,25um; J&W Scientific, Folsom, CA,
USA). As condicBes analiticas definidas foram: temperaturas do injetor e detetor 320
°C; temperatura da coluna: programada para aumentar de 250 °C a 300 °C a velocidade
de 2 °C/min, e permanecer a 300 °C durante 12 min; relacao de “split”: 1:50; gas vetor:
hélio, a pressdo interna inicial de 100kPa; volume de injecdo: 1,5 mL. O teor em

esterdis foi expresso em mg por 100 g de 6leo.

3.4.4. Composicdo em pigmentos

Os extratos foram preparados de acordo com Achir et al., (2010).
Resumidamente, adicionou-se padrdo interno [-apo-carotenal (Sigma-Aldrich,
Alemanha) a toma de 200 mg de azeite, para cada amostra, misturados com 2 mL de
acetona, agitada em vortex durante 10 s seguido de repouso, durante a noite a -20 ° C,
para a cristalizacdo do triacilglicerol. Os triacilglicerdis foram separados por
amostragem répida, seguida por centrifugacdo a 13.000 rpm. Estes passos foram
omitidos na andlise das amostras adicionadas de extrato de S. almeriensis, sendo
diretamente diluida em acetona apds a adi¢do do padrdo interno. O extrato foi injetado
em HPLC, diretamente na coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 3,5 mm de diametro
interno) a 23 ° C e eluiu-se com um gradiente linear de 30 min a partir de 80% metanol
aquoso (v/v) contendo 0,05% de trietilamina e 20% de acetato de etilo (contendo 0,05%
de trietilamina) a 1 mL/min. A analise foi realizada no mesmo equipamento de HPLC
descrito para os protocolos, exceto pela utilizacdo de um detetor DAD (JASCO MD-
2015-Plus, Japéo).
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3.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.5.1. Teor em fendis totais

A composicdo em fendis totais foi determinada pelo método utilizado por
Capannesi et al. (2000), com algumas modificacdes. Para a reta de calibracéo preparou-
se uma solucdo mae de acido cafeico de concentracdo 2 mg/mL, onde as solucdes
padrdo diluidas se encontravam num intervalo de concentracdes de 0,04 a 0,18 mg/mL.
Apo6s preparagdo das solucdes, foram adicionados para tubos de 10 mL, 1 mL dessa
solucéo, 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 1 mL de uma solucdo de carbonato de
sodio (7,5%), perfazendo-se o tubo com agua deionizada. A mistura foi refrigerada
durante a noite (<12 h), ap6s a qual foi centrifugada e efetuadas as leituras a A = 765

nm.

Para a extracdo dos fenodis totais pesaram-se para cada amostra, aproximadamente,
2,5 g de azeite, que foram dissolvidos em 2,5 mL de n-hexano e extraidos trés vezes por
centrifugacdes de 5 minutos a 5000 rpm com 2,5 mL de uma mistura de 80% de
metanol e 20% de agua (v/v). ApoOs a centrifugacdo, retirou-se 1 mL de extrato e
adicionou-se a este 1 mL de Folin-Ciocalteau, 1 mL de Na,COj3 (7,5%) e 7 mL de &gua
deionizada. A mistura foi refrigerada durante a noite (=12h), e em seguida foi
centrifugada e entdo efetuadas as leituras num espectrofotdmetro UV/Visivel modelo
Genesys™ a A = 765 nm. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido

cafeico por kg de azeite.

3.5.2. Estabilidade oxidativa

A estabilidade a oxidagdo foi avaliada pelo método de condutividade (Rancimat
743, Methrom Ltd., Suica), descrita por Malheiro et al. (2012). E um processo que
consiste em fazer borbulhar uma corrente de ar, filtrada, limpa e seca (20 L/h) através
de uma toma de amostra (3,0 g) aquecida a 120 = 1,6 °C. Os compostos de oxidacédo
formados ao longo do tempo, mais polares que os triglicéridos, tais como
hidroperdxidos, alcoois e compostos carbonilicos, sdo arrastados pelo fluxo de ar e
borbulham posteriormente numa solugdo aquosa. Nesta solucéo esta imerso um elétrodo

qgue mede a sua condutividade. O aparelho efetua as analises automaticamente e
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continuamente, sé podendo interromper-se a opera¢do quando, para cada amostra, a

condutividade medida atinge o seu maximo (300uS/cm).

O célculo dos tempos de estabilidade oxidativa das amostras é feito pelo programa
informatico, associado ao aparelho, pelo tracado das tangentes a curva obtida. O
intervalo de tempo compreendido entre o inicio do registo e o0 ponto de intersec¢cdo das
tangentes a curva, corresponde ao chamado “periodo de indugdo”. Os resultados foram

EXPressos em horas.

3.5.3. Atividade sequestradora do radical DPPH (DPPH")

A avaliacdo da atividade sequestradora foi realizada pelo radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo) de acordo com a metodologia descrita por Malheiro et al.
(2012). Uma solucdo de aproximadamente 1 g de azeite em acetato de etilo (10% m/v),
foi adicionada de 4 mL de uma solucdo recém preparada de DPPH (1x10“ M em
acetato de etilo) em um tubo de 15 mL. A mistura foi agitada vigorosamente e deixou-
se repousar no escuro durante 30 minutos. Posteriormente, fez-se as leituras num
espectofotometro UV/Visivel modelo Genesys™ a A = 515 nm e 0s resultados foram

expressos em percentagem de inibicéo.

3.5.4. Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTS™)

A formagdo do radical ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)] é a base de um dos métodos espectrofotométricos que tem sido aplicado para
a medicdo da atividade antioxidante total das solu¢des de substancias puras, misturas
aquosas e bebidas. Este método permite medir a atividade antioxidante de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica. O método foi descrito por Re et al. (1999), com base na

.

capacidade de uma amostra em inibir o radical ABTS. A reacdo quimica do ABTS’

com persulfato de potéssio (K,S,0sg), permite a formagéo dos radicais ABTS.

Assim, para esta técnica, 0 ABTS (7mM) foi enriquecido com K;S,0g (140mM),
deixando-se repousar no escuro a temperatura ambiente entre 12 a 16 horas. A solucéo
de trabalho foi preparada com etanol até a obtencdo de uma absorvancia a A = 734 nm
de 0,70 £ 0,02. A reacgéo foi conduzida diretamente na cuvete de quartzo, com a adigdo
de 2 mL de ABTS (Branco) e de 100 uL de amostra ou padrdo. Os valores de
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absorvancia sdo inversamente proporcionais a quantidade de antioxidantes presentes nas
nossas amostras. As leituras foram efetuadas num espectrofotometro UV/Visivel

modelo Genesys™ e 0s resultados expressos em percentagem de inibicdo.

3.6. COLORIMETRIA

A medicdo da cor dos azeites, sujeitos a aquecimento ou ndo, foi realizada
diretamente pela leitura das coordenadas CIELAB (L*,a* e b*) nas amostras, utilizando
um colorimetro de modelo CR-400 Konica Minolta, em duplicado, a temperatura
ambiente e a um angulo de 0 °C. Antes da medicdo, o colorimetro foi calibrado por uma
ceramica branca. As diferengas de cor (AE) entre as amostras de controlo, consideradas
como padrdo (ndo sujeitas a aguecimento) e as amostras sujeitas ao aquecimento foram
calculadas a partir das coordenadas dadas, bem como indice de amarelecimento (YI)
como descrito por Zamora et al. (2004):

AE = [(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?]'2

142.86 X b*
VI=——"

Onde:
L* é a medida da luminancia, que varia de 0 a 100 (preto a branco);
a* varia de negativo para positivo (verde para vermelho);

b* também varia de negativo para positivo (azul para amarelo).

3.7. ANALISE DE DADOS

Apos a aquisicdo dos dados referentes as analises de pardmetro de qualidade,
colorimetria, composicdo quimica e atividade antioxidante, os resultados foram
organizados na forma de matrizes de dados. Os dados de todas as analises foram
organizados de forma que as amostras ficassem dispostas em linhas enquanto que as

colunas contivessem as variaveis.
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Foram empregados métodos quimiométricos, Analise de Componentes Principais,
para avaliar as semelhancas entre as amostras. Para isso, foi utilizado software Matlab
8.1®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1. CARACTERIZACAO DE AZEITES ELEMENTARES

4.1.1. Parametros de qualidade

A qualidade do azeite é definida por um conjunto de pardmetros que permitem

classificar o azeite virgem, na categoria comercial, devendo para tal obedecer aos

parametros que constam do Regulamento (CEE) n° 1348/2013 da Comisséo Europeia de

16 de Dezembro de 2013. No Quadro 3 sdo apresentados os valores médios resultantes

das determinac@es realizadas para a acidez, indice de peroxido e espectrofotometria na

regido do ultravioleta, dos diferentes azeites elementares. Estes dados demonstram a

elevada qualidade dos azeites testados, com valores que os permitem classificar na

categoria de azeite virgem extra.

Quadro 3. Valores médios dos parametros de qualidade [acidez total (% &cido oleico);
indice de peréxido (mMEQ.02/kg); K232; K270 e AK] dos azeites elementares (média e

desvio padrdo).

indice de Perdxidos

Cultivar Acidez Total (MEq.0,/kg) Kosy Koo AK

Arbequina 3*1,5 0,2+0,0 5,79+ 0,61 1,27 +0,01 0,16 + 0,01 0,00 + 0,00
Arbequina 3,5*1,5 0,1+0,0 4,57 + 0,59 1,36 £ 0,10 0,18 + 0,02 0,00 + 0,00
Arbequina 4*1 0,2+0,0 3,73+0,58 1,50 + 0,01 0,16 + 0,01 0,01 +0,00
Arbequina 4*1,25 0,2+0,0 4,14 + 0,01 1,09 +0,20 0,10 + 0,04 0,00 + 0,00
Arbequina 4*1,5 0,2 + 000 3,73+0,59 1,49 + 0,05 0,18 + 0,01 0,01 +0,00
Arbequina 4*2 0,2+0,0 2,90 + 0,57 1,95+0,13 0,22 + 0,00 0,01 +0,00
Arbosana 0,3+0,0 4,97 + 0,00 1,19+0,11 0,13+0,02 0,00 + 0,00
Arroniz 0,2+0,0 4,57 + 0,60 1,33 10,04 0,12 + 0,03 0,00 +0,01
Cobrancosa 0,2+0,0 5,40 + 0,60 1,40 +0,11 0,15+ 0,04 0,01+ 0,00
Cornicabra 0,3+0,0 3,75+ 0,59 1,67 £ 0,22 0,21 + 0,00 0,01+0,01
Frantoio 0,2+0,0 3,74+ 0,58 1,51 +0,06 0,16 + 0,01 0,00 + 0,00
Hojiblanca 0,2+0,0 5,41 + 0,58 1,70 +0,28 0,18 + 0,04 0,01 +0,00
Manzanilla 0,2+0,0 4,57 £ 0,59 1,34 +0,02 0,21 +0,03 0,01+0,01
Picual 0,3+0,0 7,08 +0,59 1,11 +0,02 0,22 + 0,04 0,00 + 0,00
Picudo 0,3+0,0 9,14 + 0,00 1,37 £ 0,07 0,15+0,01 0,01 +0,00
Redondilla 0,3+0,0 4,16 + 0,01 1,52 +0,00 0,13+0,01 0,00 + 0,00
Royuela 0,3+0,0 4,58 + 0,59 1,58 + 0,07 0,22 + 0,00 0,00 + 0,00
Zorzal ITA 0,3+0,0 7,48 £ 0,03 1,75+ 0,02 0,22 + 0,02 0,01 + 0,00

4.1.1.1. Acidez

A acidez ¢ a medida da quantidade de &cidos gordos livres, expressa em

percentagem de &cido oleico presente em 100 gramas de amostra. Uma grande
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quantidade de acidos gordos na forma livre indica-nos que a matéria prima que origina o
azeite, isto €, as azeitonas, sofreram processos de degradacdo e/ou fermentacdo que
levaram ao desenvolvimento de processos de hidrélise dos triacilglicerdis, originando
acidos gordos livres. Assim, a acidez ndo tem qualquer relacdo com o sabor, mas com
fatores que incluem ataque de pragas e doencas, contacto prolongado da agua com o
azeite, além de estar relacionada a métodos de colheita, transporte, armazenamento e

extracdo descuidados.

Os azeites objecto deste estudo apresentaram valores de acidez no intervalo de 0,1
a 0,3% (Quadro 3), muitissimos quais sdo considerados baixos quando comparados com
a generalidade dos azeites comerciais. Relembra-se que para este parametro os azeites
classificados como virgem extra poderdo ter uma acidez maxima de 0,8% enguanto que,

para aqueles classificados na categoria de azeite virgem, esse valor pode chegar aos 2%.

4.1.1.2. indice de Peréxido

Os perdxidos sdo os produtos primarios da oxidacdo do azeite que levam a
formagéo do rango, podendo afetar negativamente o seu valor nutricional. O valor de
indice de peroxidos é proporcional ao estado de oxidacdo que se encontra 0 azeite,

indicando o seu estado de deterioracao.

Os resultados para indice de perdxido, de uma maneira geral, foram relativamente
baixos. A variagdo deste parametro para a cv. Arbequina apresentou valores entre 2,90 a
5,79 mEqg.O,/kg, os quais devem estar relacionados as diferentes densidades de plantio
em que as azeitonas desta cultivar sdo produzidas. Allalout et al (2009), durante
caracterizagdo de azeites virgens obtidos por sistema denominado super intensivo, em
que existe um elevado nimero de arvores por hectare, relataram valores de 3,20 a 3,55
mEQ.O,/kg para a cv. Arbequina. Os azeites elementares das outras cultivares tiveram
uma variacdo entre 3,74 a 9,14 mEq.O,/kg, estando dentro do limite estabelecido pelo
Regulamento Europeu 1348/13 (20 mEq.O,/kg) para a categoria de azeites virgem extra
e azeites virgem. Outro fator a ser considerado na explicacdo destes teores esta
relacionado as condigdes de armazenamento, o qual influencia significativamente na
estabilidade do azeite, e que pode estar relacionado ao baixo indice de perdxido

encontrado para os azeites desta cultivar.
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41.1.3. Espectrofotometria no Ultravioleta

A andlise espectrofotométrica na regido do UV fornece informacbes sobre a
qualidade de um 6leo, sobre seu estado de conservacao e sobre alteracdes causadas pelo
seu processamento. Os coeficientes de extingcdo especificos, Kuz, € Koo, S0 parametros
utilizados para se determinar a pureza, estado de conservagdo e o grau de oxidacdo do
azeite, complementando as observacdes para o indice de peroxido. Estes coeficientes
sdo indicativos da conjugagéo de trienos (K23.) e da presenca de compostos carbonilicos
(K270). Quando estes valores ultrapassam o limite determinado pelos Orgaos
regulamentadores, 0s quais sdo previstos para cada categoria de azeite, podem indicar a
presenca de azeites de baixa qualidade, que sofreram adulteragbes como componentes
anormais adicionados, além de sugerirem uma aceleracao no processo de degradacdo do

azeite.

De acordo com o Regulamento (CEE) n° 1348/13, os valores de K3, para a
categoria de azeite virgem extra e azeite virgem deverao ser inferiores a respetivamente
2,50 e 2,60, enquanto para o Kj7o esses valores ndo podem exceder 0,22 e 0,25,

respetivamente, para azeite virgem extra e azeite virgem.

Assim como no indice de perdxidos, 0 K3, também € um parametro relacionado
com a presenca de produtos de oxidagdo primaria. A cv. Arbequina apresentou valores
entre 1,09 a 1,95 para K3, € entre 0,10 a 0,22 para K70, além de densidades 4*1,25 e
4*2, respetivamente. Dentre os azeites elementares, a cv. Picual apresentou o menor
valor para Ka3,, 1,1, enquanto que, para a cv. Zorzal ITA, o valor para K3, foi de 1,75.
Desta forma, podemos sugerir que os azeites destas cultivares apresentaram estabilidade

oxidativa adequada.

Na avaliagdo do Kjz, que estd relacionada com a presenca de produtos
secundarios, 0s valores obtidos foram inferiores ao limite estabelecido pelo
Regulamento (CEE) n°® 1348/13 para azeites virgem extra e azeites virgem. As CVs.
Arroniz e Royuela apresentaram 0s valores extremos para este parametro, sendo eles

0,12 e 0,22, respetivamente, dentre os azeites elementares.

4.1.1.4. Analise sensorial

A andlise sensorial permite determinar diferencas, caracterizar e medir atributos

sensoriais dos produtos. Além disso, é um tipo de analise da grande importancia para o
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consumidor, uma vez que permite a avaliagdo no que diz respeito a aceitacdo de um
produto. Na Figura 6 encontram-se tracados os perfis sensoriais da cv. Arbequina obtida
de lotes com diferentes densidades (Figura 6a) e dos azeites elementares das restantes
cultivares estudadas (Figura 6b).

Sensacoes Olfactivas Sensacdes Gustativas Sensacdes Gustativas a
Frutade Frutado Quiras Sensag fes
ARB. 3% 5 ARR. 3% 5 AR;_..B*I,S
: 5
ARB. 4%2 ARB.35%.5 ARB. 4% - ARB. 3515 ARB. 4*2 18 ARB.35*%135
ARB. 4% 5 ARB. 4% ARB. 4*%15 ARB. 4*1 ARB. 4%15 ARB.4%1
ARB. 4% 15 ARB.4%125 ARB. A*%] 25
Ouiros Fruios Doce Harmonia
AR3B.3*1,5 LEB. 3*15 AR).JB. 313
i 4
ARB. %2 15 ARB.35%15 ARB. %2 ARB.35*%15 LEB. 4*2 ALRB.3,5%1,5
ARB. 4% 5 II ARB . 4*%1 ARB. 4*15 ABB. 4% ARB. 4*1.5 ARB. 4*1
LEE. 4*1.25 ARR.4*1.25 SRR 4125
Verde Amargo
AR2B.3*1,5 AR_BB. 3*1.5
15 2
LRB. 4%2 AFB.3,5%1,5 LRB. 4+2 15 LEE. 3,5%1,5
1 ‘W
ARB. 4%1,5 ARE. 4% ARB. 4¥1.5 ARB. 4*1 Sensagﬁes
ARD 15 ARB. 41,25 Olfacto-Gustativas
Outras Sensaci es Picante Complexidade
BRB.3*1.5 AR_BB.B*I,S ARI_OB.B*I,S
252 ﬁg 3
ALRB. 4*%3 135 LRB.35%15 ARB. 4%} 15 ARB.35%15 LRB. 4] . ARB.35%15
F
ARB. 4%15 ARB. 441 ARB. 4415 ARB. 441 ARE 4415 ARB, 41
AF}:-1;4*1,.25 ARB‘;::L% ARB. 441,25
O e PRI
Persisténcia
ALRB. 31,5 ARB. 315
b3, 3 ARB.3*15
13 g
LER, 4%2 LEB. 3.5%1.5 ARB. 4% 1 ARB.35%15 LREE. 4*2 LRB. 3.5%1,5
ARB. 4*5 LRB. 4%1 LRB. 4%15 @ ARB. 4*1 ARB.4*15 ARB. 4%
ARB. 4% 25 ARB.4*125 LFB. 4%1,25
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Sensacdes Olfactivas Sensacdes Gustativas Sensacdes Gustativas b

Frutado Frutado Ouiras Sensacies
LEBS. ARES. ARES.
ZOR. 3§ ARE. ZOR.. 43 ARE.
ROY. A COB. ROY.. 13 COB.
RED. COR. RED. COR.
2040 FRAN. PCD. FRAN.
\ : PCL. HOI. PCL. HOJ.
VILNZ., MAHZ. MANZ.,
Cuiros Frutos Doce Harmonia
LEBS. ARES. LRBS.

FOR.. 13 LEE. 7O, ARR zZoR, & ARE.
ROV . i3 COR. ROY COR ROY CCR
RED. COR. RED COR.
FCD. FRAN. FCD FRAN

o . PCL. o HOJ

MANZ. :
Yerde
LRBS.
ZOE. 152 ARE.
ROY. COB.
RED. COR. .
rep [ Sensacdes
oD - Olfacto-Gustativas
MANZ.
Ouiras Sensag Ges Comp lexidade
ARBS. LRBS.

ZOR. gjz LRR. ZoR. | ARR
ROV if COR. ROY.. /7 COR.
RED. CCR. RED COR. RED. COR.
oD FERAHN, FCD FRAN FCD. FRAMN.

PCL. HOT PCL. HOJ.

PCL. AT HOJ MANZ MIAHZ

Harmonia Verde Persisténcia
AREBS. ARES. i

IR, 2 ARE. ZOR. 2 ARR. zor. 8 LER
ROY. COBR ROY. COB. ROV i OB,
RED. COR. EED. COR. RED COR
PCD FRAN PCD. FRLAN. PCD FRAN

PCL. HOJ. PCL. HOJ. FCL. HOT.

MANZ. MANE. MANZ,

Figura 6. Perfil Sensorial dos azeites da cv. Arbequina (ARB) (a) e dos azeites
elementares das restantes cultivares (ARBS: cv. Arbosana; ARR: cv. Arroniz; COB: cv.
Cobrangosa; COR: cv. Cornicabra; FRAN: cv. Frantoio; HOJ: cv. Hojiblanca; MANZ:
cv. Manzanilla; PCL: cv. Picual; PCD: cv. Picudo; RED: cv. Redondilla; ROY: cv.
Royuela; ZOR: cv. Zorzal ITA) (b).

A comparacao por analise quantitativa descritiva dos dados sensoriais médios
permite uma maior visualizacdo do perfil sensorial dos azeites das vérias cultivares
simultaneamente. Os azeites da cv. Arbequina, obtida em diferentes densidades,
apresentaram variagdo relativamente pequena no perfil sensorial. Para as sensacOes
olfactivas, a amostra de densidade 3,0*1,5 apresentou as menores notas de outros frutos
e outras sensacBes e uma maior nota de verde, juntamente com a amostra de densidade
3,5*1,5. Em relacgdo as notas de frutado, a amostra de densidade 4*1,25 apresentou a

menor nota, porém, foi caracterizada como apresentando uma maior harmonia. Para as
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sensacOes gustativas, a densidade de 4*1,25 apresentou maiores notas em frutado,
amargo e verde, juntamente com uma maior harmonia. A amostra de densidade 4*1
apresentou menor nota para frutado, maior nota picante e nas sensacdes olfacto-
gustativas maior persisténcia. Com excecdo da amostra de densidade 4*1,15, todas as

restantes apresentaram complexidade para sensagdes olfacto-gustativas.

Por sua vez, os azeites das outras cultivares mostram mais diferencas dentro das
sensacoes olfativas, sendo os azeites das cvs. Frantoio e Picual aqueles que mais se
diferenciaram. Com base nas sensacOes gustativas, verificou-se que 0s azeites
provenientes de cvs. Arbosana, Frantoio e Manzanilla foram os que mostraram as
maiores diferencas. Por fim, nas sensacOGes olfacto-gustativas, as cvs. Zorzal e

Manzanilla apresentaram menor persisténcia.

4.1.2. Composicdo quimica
4121 Composic¢ao em acidos gordos

Todos os detalhes sobre o perfil em acidos gordos sdo dados nos Quadro 4 e 5,
para os azeites da cv. Arbequina (Quadro 4) e para os azeites elementares das restantes
cultivares (Quadro 5).

O éacido gordo mais representativo invariavelmente foi o acido oleico (C18:1),
variando entre 77,66 e 78,70% dos acidos gordos totais para 0s azeites da cv.
Arbequina, e entre 74,60 e 83,43% para 0 azeite das restantes cultivares, onde a cv.
Manzanilla foi o que apresentou o teor mais elevado (83,43%), enquanto o oposto foi
observado para o azeite da cv. Zorzal (Quadro 5). Existe uma relativa homogeneidade

em algumas cultivares visto haver varios azeites com valores entre 0s 77 e 0s 79%.

O é&cido palmitico (C16:0) foi o segundo mais abundante, seguido de acido
linoléico (C18:2) e acido estearico (C18:0). A variacdo do acido palmitico ndo foi
assinalavel entre os azeites das diferentes cultivares, apresentando teores entre 9,45 a
10,31% dos acidos gordos totais para a cv. Arbequina, e entre 8,78 a 10,37% para 0
restante das cultivares. De um modo geral, os azeites das diferentes cultivares
apresentaram uniformidade no teor de acido palmitico presente. Para os acidos linoleico
e estearico a cv. Manzanilla apresentou os menores teores, sendo 2,91% e 1,71% dos
acidos gordos totais, respetivamente. Por outro lado, a cv. Arbequina de densidade 4*2

apresentou 0s maiores teores dentre os azeites da cv. Arbequina, enquanto as cvs. Zorzal
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ITA e Cobrancosa se destacaram dentre 0s azeites elementares para os acidos linoleico e

estedrico, respetivamente. Estes resultados estdo de acordo com o previsto em trabalhos

anteriores (Reboredo-Rodriguez et al., (2015); Farinelli e Tombesi (2015); Medina et
al. (2015); Allalout et al. (2009); Tovar et al. (2001)).

Quadro 4. Valores médios do perfil em acidos gordos dos azeites da cv. Arbequina
(média + desvio padrdo).

C16:0
Cl16:1
C17:0
Cl7:1
C18:0
C18:1
C18:2C
C18:3n3
C20:0
C20:1n9
C22:0
C24:0
SFA
MUFA
PUFA

Arbequina Arbequina Arbequina Arbequina Arbequina Arbequina
3*1,5 3,5%1,5 4*1 4*1,25 4*1,5 4*2
10,31+0,31 10,11+ 0,70 9,94 + 0,20 9,45+ 0,26 9,45+ 0,26 9,67 £ 0,00
0,65+ 0,07 0,60 + 0,02 0,58 + 0,01 0,56 + 0,01 0,56 + 0,01 0,58 + 0,06
0,13+0,01 0,14 +0,01 0,16 +0,01 0,15+ 0,01 0,15+ 0,01 0,15 + 0,00
0,26 + 0,05 0,23+0,01 0,28 +0,01 0,26 + 0,00 0,26 + 0,00 0,25+ 0,01
2,03+0,10 2,07 £0,04 2,18 £ 0,03 2,23 +£0,03 2,23+0,03 2,24 £0,12
77,66 £ 0,19 78,04 £ 0,75 78,31+0,12 78,70 £ 0,16 78,70+0,16 78,47 +0,14
6,91 £ 0,15 6,80 + 0,05 6,45 + 0,09 6,57 £ 0,06 6,57 + 0,06 6,94 + 0,33
0,64 £ 0,02 0,61 +0,01 0,69 £ 0,03 0,67 £0,01 0,66 + 0,03 0,33+£0,37
0,49+0,01 0,53+ 0,01 0,57 £ 0,07 0,53 £ 0,02 0,55+ 0,03 0,54 £0,01
0,40 £ 0,03 0,38 £ 0,01 0,40+0,01 0,41 +£0,03 0,40+£0,01 0,38 £0,01
0,17 £0,01 0,16 + 0,00 0,17 +£0,01 0,20 £ 0,06 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,01
0,09 £ 0,02 0,10 £ 0,02 0,10+ 0,01 0,09 £ 0,01 0,10+ 0,01 0,10 £ 0,00
13,27 £ 0,21 13,15+ 0,72 12,76 £ 0,06 13,12 + 0,10 12,68 + 0,21 12,90 £ 0,15
79,65 £ 0,22 79,89 £ 0,75 80,49 £ 0,05 80,17 £0,10 80,49 £ 0,16 80,27 £ 0,19
7,56 +0,17 7,40 £ 0,05 7,11+ 0,09 7,12 + 0,08 7,24 £ 0,08 7,27 £ 0,04
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Quadro 5. Valores médios do perfil em

acidos gordos dos azeites elementares de diferentes cultivares (média + desvio

padrdo expressos em

percentagem).

Arbosana Arroniz Cobrangosa Cornicabra Frantoio Hojiblanca  Manzanilla Picual Picudo Redondilla Royuela Zorzal ITA
C16:0 9,51+0,24 951+0,12 10,37+0,17 878+0,17 962+027 928+021 917+008 990+018 995+0,26 10,19+0,40 9,01+0,23 9,85+ 0,44
C16:1 0,72+0,01 052+001 068+001 056+001 057+001 044+000 062+000 038+004 068+004 087+003 052+0,01 0,41+0,01
C17:0 0,14 + 0,00 0,13+0,01 016+0,01 006+000 011+005 014+0,00 005+000 020+001 015+0,01 0,07+000 0,12+0,00 0,06 + 0,00
C17:1 0,31+0,01 023+001 029+0,01 011+002 015+001 021+0,01 0,10+000 028+001 022+001 0,15+000 0,23+0,02 0,08 + 0,00
C18:0 2,03+ 0,05 2,02+0,04 300005 244+005 186+001 258+004 1,71+004 232+008 233+0,04 182+005 216+0,02 2,54+ 0,06
C18:1 80,98+0,18 79,14+0,16 7743+0,19 82,77+0,07 7918+0,12 79,02+0,08 8343+0,38 7752+045 7790+0,19 7594+0,29 7882+0,14 74,600,223
C18:2C 4,10 £ 0,07 6,49+004 559+0,03 311+003 650+006 590+0,06 291+002 664+018 6,14+0,07 897+011 7,26+0,06 10,11 + 0,06
C18:3n3  0,75+0,02 0,73+0,01 1,11+0,01 0,73+001 069+001 097+001 065+004 121+002 114+0,02 0,81+001 0,72+0,02 1,11 £ 0,02
C20:0 0,53+ 0,03 044+003 054+002 058+004 047+002 053+003 044+004 052+002 053+001 044+003 043+0,03 0,47 +0,03
C20:1n9  0,43+0,02 036+001 036+0,02 040+002 043+001 043+0,02 048+001 045+001 044+002 0,37+003 0,35+0,01 0,39+ 0,04
C22:0 0,20+ 0,01 0,12+001 015+0,01 0,18+001 014+000 015+0,01 0,16+001 016+001 016+0,02 0,14+000 0,12+0,01 0,13+0,01
C24:0 0,13+0,02 0,09+0,00 011+0,01 0,11+001 010+001 011+0,01 0,11+001 013+001 014+0,06 0,09+001 0,09+0,01 0,10+ 0,03
SFA 1256 £0,20 12,35+0,13 14,36+0,23 12,17+0,05 12,34+0,21 12,83+0,13 11,67+0,12 1328+0,25 1330+0,23 12,76+0,31 11,94+0,19 13,18+0,32
MUFA 83,19+0,15 80,80+0,14 7945+0,19 8442+0,07 8093+0,13 8057+011 8528+040 79,02+035 7994+0,25 7822+0,27 80,47+0,14 7591+0,28
PUFA 4,85 + 0,09 723+005 6,70+0,03 384+002 720+007 687+006 356+041 786+018 7,28+0,07 9,77+0,11 7,98+0,07 11,23 + 0,08
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Em se tratando as diferentes fragdes dos acidos gordos, verificou-se que ha um
maior contedo de acidos gordos monoinsaturados (MUFA), seguido dos acidos gordos
saturados (SFA) e acidos gordos poliinsaturados (PUFA). A cv. Manzanilla apresentou
0 maior valor para acidos gordos monoinsaturados (MUFA), 85,28%, e 0s menores
teores para acidos gordos saturados (SFA) e poli-insaturados (PUFA), sendo 11,67% e
3,56%, respetivamente. Os teores encontrados para as fracdes dos &cidos gordos e as
razbes MUFA/SFA e PUFA/SFA foram diferentes dos encontrados pelos autores
Lopez-Lopez et al. (2015) ao analisarem os perfis de acidos gordos das cvs. Hojiblanca
e Manzanilla. Os &cidos gordos monoinsaturados (MUFA) foram superiores neste
estudo no que diz respeito ao azeite da cv. Manzanilla, e teores inferiores para acidos
gordos saturados (SFA) e poli-insaturados (PUFA) tanto em relacdo ao azeite da cv.
Hojiblanca como aos azeites elementares das restantes cultivares. Uma relacdo de
PUFA/SFA superior a 0,5 (Wood et al., 2008) é recomendada para a prevencdo de
doencgas corondrias por estarem associadas a ingestao excessiva de gordura saturada. Os
valores médios encontrados neste trabalho estdo, em suma, superiores ao limite
recomendado, com excecdo das cvs. Arbonosa, Cobrangosa, Cornicabra e Manzanilla,
as quais apresentaram valores entre 0,31 a 0,47, que estdo ligeiramente abaixo do limite

recomendado.

4.1.2.2. Composicao em tocoferdis e tocotriendis

Os Tocoferdis sdo antioxidantes naturais presentes no azeite, sendo o alfa-
tocoferol presente em quantidades superiores com relacdo a outros tocoferdis. No
Quadro 6 estdo apresentados os valores resultantes da determinagdo de tocoferdis para
0s azeites em estudo, sendo que nestes foram determinados o alfa-tocoferol, beta-
tocoferol e gama-tocoferol.

As variagdes encontradas neste estudo podem estar relacionadas a fatores como
colheita, clima e processamento, os quais influenciam significativamente na
concentracdo de tocoferdis. A cv. Arbequina apresentou quantidades muito préximas
entre as diferentes amostras com relacdo aos teores em alfa-tocoferol, estando estes
variando entre 191,51 a 224,61 mg/kg. Entre as outras cultivares, os valores para alfa-
tocoferol variaram entre 134,10, para a cv. Frantoio, a 249,65 mg/kg, para a cv.
Cobrangosa. Ramos-Escudero et al. (2015) obtiveram teores destes constituintes para as
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cvs. Arbequina, Cornicabra, Frantoio, Hojiblanca, Manzanilla, Picual e Picudo entre
187,90 e 286,80 mg/kg. Malheiro et al. (2013)a encontraram um conteddo de 254,2

mg/kg de Vitamina E total para a cv. Cobrancgosa.

Quadro 6. Valores médios de tocoferdis e vitamina E total (mg/kg) dos azeites

elementares (média + desvio padrdo).

a-Tocoferol B-Tocoferol v-Tocoferol Vitamina E Total

Arbequina 3*1,5 209,83 + 5,27 1,37 £0,11 3,59+0,28 214,79 + 5,66
Arbequina 3,5%1,5 191,51 + 11,24 1,18+0,13 343+024 196,12 + 11,61
Arbequina 4*1 224,61 + 6,55 1,40+0,14 4,58 +0,34 230,59 + 7,03
Arbequina 4*1,25 217,56 +5,53 1,28 +0,15 4,23 +0,35 223,07 +6,03
Arbequina 4*1,5 206,52 + 4,54 1,29+0,14 4,19+0,22 212,00 + 4,90
Arbequina 4*2 221,09 +5,99 141+0,12 4,43+0,34 226,93 + 6,45
Arbosana 231,75 +5,36 2,08+0,18 3,67+0,24 237,50+ 5,78
Arroniz 142,98 +7,34 1,65+0,13 2,33£0,19 146,96 + 7,66
Cobrangosa 249,65 + 14,20 2,73+0,16 7,97 £0,43 260,35 + 14,79
Cornicabra 213,06 £ 0,19 1,77+0,13 4,65+0,18 219,48 £ 0,50
Erantoio 134,10 £7,20 1,20 £0,08 3,28 £0,07 138,58 7,35
Hojiblanca 174,48 + 12,98 2,16 + 0,05 4,42 +0,09 181,06 + 13,12
Manzanilla 186,88 + 6,72 2,41+0,06 3,66 0,05 192,95 + 6,83
Picual 204,71 + 4,90 1,75+0,18 11,81+£0,71 218,27 £ 5,79
Picudo 203,44 + 11,70 2,45 +0,13 6,06 + 0,19 211,95+ 12,02
Redondilla 161,48 + 7,96 1,39+0,15 2,30+ 0,06 165,17 + 8,17
Royuela 146,84 £ 6,72 1,46 + 0,07 1,95+0,11 150,25 + 6,90
Zorzal ITA 225,23 21,91 2,27+0.21 4,25 +0,36 231,75 + 22,48
4.1.2.3. Composicao em esterois

Os valores medios obtidos para o teor total de esterois dos azeites elementares

estdo representados na Figura 7 para a cv. Arbequina (a) e as cultivares restantes (b),

expressos em mg/kg.
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Figura 7. Valores médios de Esterois Total com desvio padrdo para os azeites da cv.
Arbequina (a) e para os azeites elementares das restantes cultivares (b) expressos em
mg/kg.

Os valores médios obtidos para o teor total de esterois (1106,18 a 1704,23 mg/kg)
sdo superiores aos limites estabelecidos no Regulamento (CEE) n° 1348/13 para azeite
virgem extra e azeite virgem, cujo teor minimo n&o pode ser inferior a 1000mg/kg de
azeite. O contetido de esterdis total foi assinalavel entre as cvs. Royuela, sendo o maior
valor equivalente a 1704,23 mg/kg, enquanto que a cv. Hojiblanca apresentou o menor
valor, 1061,18 mg/kg. Os azeites produzidos a partir da cv. Arbequina apresentaram
teores de esterois entre 1157,67 a 1324,08 mg/kg. O perfil em esterois dos azeites

estudados encontra-se no Quadro 7.
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Quadro 7. Valores médios e desvio padrdo dos Esterois Totais para 0s azeites elementares em percentagem.

Campeste-  Campesta- - Estigmas-  B-sitosterol . 5 5,24- AT -
Colesterol rol nol Campeste- terol aparente Clerosterol  p-sitosterol  Avenaste- Estlgmasta Stigmaste-  Avenaste-
rol rol -dienol nol rol

Arbequina 3*1,5 0,36+002 337002 038+000 008+000 0,38+0,00 9493+0,03 0,92+0,01 90,770,112 3,18 0,16 0,06 0,00 0,09+0,00 0,02%0,00
Arbequina 3,5%1,5 0,33+001 312+x001 037002 0,07+000 0,37+0,02 9525+0,05 1,21+0,07 93,28+0,06 0,69 +0,05 0,07+0,00 0,0/7£0,00 0,03%0,00
Arbequina 4*1 0,32+0,01 366+002 047001 0,09+0,00 0,47+0,1 94,53 +0,00 0,92+0,04 91,40+0,06 2,10 +0,02 0,0+0,00 0,08+0,00 0,03%0,00
Arbequina 4*1,25 0,31+0,00 344+002 039+002 0,07+000 0,39+0,02 9488007 0,88+0,01 91,44+0,10 2,49+0,01 0,07+0,00 0,13+0,00 0,03%0,00
Arbequina 4*1,5 028+002 340+x004 043+x001 008+000 043+001 9497+0,09 0,84+0,01 92,31+0,00 1,72+0,08 0,0+0,00 0,08+0,00 0,02%0,00
Arbequina 4*2 0,28+0,00 357+001 038+001 007+000 0,38+001 9495+0,03 0,88+0,00 90,300,07 3,73+0,10 0,04+0,00 0,10+0,00 0,01%0,00
Arbonosa 0,25+0,01 390+003 048+003 008+000 048+003 9454+0,00 0,89+0,03 90,40+0,11 3,23+0,08 0,03+0,00 0,15+0,00 0,01+0,00
Arroniz 022+0,01 311+002 043+001 008+000 043+001 9576+0,04 094+0,05 92,86+0,05 1,900,04 0,07+0,00 0,0/7£0,00 0,01%0,00
Cobrangosa 024+0,00 29+000 050+001 0,07+000 050+001 9584+0,01 0,97+0,01 93,37+0,03 1,42+0,03 0,08+0,00 0,09+0,00 0,01%0,00
Cornicabra 0,18+0,01 362+001 019+001 0,06+000 0,19+001 9553+0,03 0,93+0,01 93,18+0,02 1,38 +0,02 0,04+0,00 0,13+0,00 0,01%0,00
Frantoio 0,20 +0,00 3,20 £0,01 0,39+0,01 0,04+£000 039+001 9558+0,02 0,84+0,00 93,21+0,04 1,33+0,06 0,19+0,00 0,12+0,00 0,01%0,00
Hojiblanca 0,19 +0,01 2,70 £0,00 0,44+003 0,06+000 044003 96,25+0,03 0,940,010 94,32+0,01 0,73+0,05 0,26+0,01 0,10+0,00 0,01%0,00
Manzanilla 0,31 +£0,00 2,74+0,00 034+002 005+000 0,34+0,02 96,08+0,06 0,95+0,06 94,11+0,20 0,89 +0,08 0,13+0,00 0,16+0,00 0,01%0,00
Picual 0,21+0,00 326+0,02 052+0,01 0,07+000 052+001 9554+0,03 0,96+003 9323+0,01 1,30+0,06 0,05+0,00 0,09+0,00 0,01+0,00
Picudo 0,17 +0,01  2,80+0,01 043+000 0,06+000 043+000 96,21+0,00 0,93+0,00 9458+0,02 044+0,02 0,26+0,01 0,09+0,00 0,02+0,00
Redondilla 0,25+0,00 2,74+0,02 042+0,04 0,07+000 042+004 9581+0,08 0,87+0,03 9390+0,09 0,90+0,01 0,14+0,00 0,16+0,00 0,02+0,00
Royuela 0,25+0,01 2,92+0,00 0,34+0,00 0,06+000 034+000 9596+0,01 093+0,01 93,84+0,00 0,96+0,02 0,23+0,00 0,12+0,00 0,02+0,00
Zorzal ITA 0,19+0,01 2,07+0,02 046+000 005+000 046+000 96,82+0,04 0944001 94,79+0,07 0,73+0,02 0,36+0,01 0,08+0,00 0,01+0,00
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Como era esperado, o B-sitosterol foi o esterol mais abundante presente, variando
0 seu teor entre 94,53 a 95,25% para 0s azeites da cv. Arbequina e 94,54 a 96,82% para
0s azeites das restantes cultivares. De acordo com o Regulamento (CEE) n°® 1348/13,
para ser considerado azeite virgem extra e azeite virgem, o teor em [-sitosterol aparente

deve ser superior a 93% do teor total de esterais.

O Campesterol, o esterol de segunda maior abundancia nos azeites estudados, teve
variacdo de teores entre 3,12 a 3,66% para os azeites da cv. Arbequina e 2,07 a 3,62%
para os azeites das restantes cultivares, estando dentro do limite estabelecido pelo
Regulamento (CEE) n° 1348/13, que sugere teores inferiores a 4%, para azeite virgem

extra e azeite virgem.

Lopez-Cortés et al. (2013) estudaram as cvs. Arbequina, Cornicabra, Hojiblanca,
Manzanilla e Picual em relacdo ao conteldo em esterdis. Os resultados deste estudo
apontaram teores inferiores para o Estigmasterol nas mesmas cultivares, enquanto que
para os valores de Campesterol foram préximos ou superiores nas mesmas cultivares.
Os valores de B-sitosterol apresentaram diferencas superiores para as cvs. Manzanilla e

Picual, e inferiores para as cvs. Arbequina, Cornicabra e Hojiblanca.

No que respeita aos alcoois triterpénicos eritrodiol e uvaol, os teores em azeite
virgem extra e azeite virgem devem ser inferiores a 4,5%, o que se verificou na
totalidade das amostras analisadas. De acordo com a Figura 8 (a), observa-se que a
variacdo no contetdo de eritrodiol + uvaol ndo foi assinalavel dentre os azeites da cv.
Arbequina. E notéria a diferenca do contetido de eritrodiol + uvaol nos azeites
elementares das restantes cultivares, que permite concluir que o fator cultivar influencia
na presenca desses compostos. As cvs. Cornicabra e Picual apresentam teor de eritrodiol
+ uvaol até quatro vezes superior aos encontrados nas cvs. Frantoio e Manzanilla. Em
estudo anterior, Casas et al. (2004) submeteram sete variedades a uma anélise
discriminante para a classificacdo das amostras em relacdo aos niveis de eritodiol +

uvaol presentes, discriminando todas as amostras assertivamente.

Na Figura 8 sdo apresentados os valores das médias com desvio padrdo do
conteudo de Eritrodiol + Uvaol para os azeites da cv. Arbequina (a) e para os azeites das

demais cultivares (b).
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Figura 8. Valores médios de Eritrodiol + Uvaol com desvio padrdo para os azeites da

cv. Arbequina (a) e para os azeites elementares das restantes cultivares (b) em
percentagem.

4.1.3. Atividade antioxidante

4.1.3.1. Teor em fendis totais

Os fenois totais dos azeites da cv. Arbequina (a) e dos azeites elementares das
restantes cultivares (b) estédo representados na Figura 9.
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Figura 9. Valores médios de fenois totais com desvio padrdo dos azeites da cv.
Arbequina (a) e dos azeites elementares das restantes cultivares (b).

A concentracdo mais elevada foi detetada na cv. Zorzal ITA (219,80 + 23,90 mg
equivalentes de &cido cafeico/kg de azeite), enquanto que a menor concentragdo foi
atribuida a cv. Redondilla (122,67 + 10,71 mg equivalentes de acido cafeico/kg de
azeite). A cv. Arbequina ndo apresentou variagao significativa entre si por se tratar de
um plantio de altas densidades. A variacdo nos teores de polifendis encontrada neste
estudo se deve a diversos fatores, tais como a variedade utilizada, o grau de maturagao
dos frutos, as condicbes edafoclimaticas, 0 manejo de campo e as condi¢cdes de
processamento, as quais, nas amostras analisadas neste estudo, possivelmente sdo muito
variaveis face as diferentes cultivares de oliveira utilizadas.
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4.1.3.2. Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa € um parametro importante para a avaliacdo da qualidade
dos Oleos e gorduras, uma vez que fornece uma estimativa da susceptibilidade dos
mesmos para a degeneracdo auto-oxidativa, que nos azeites virgens conduzem
fundamentalmente a sua rancificacdo. A estabilidade oxidativa de um azeite € definida
como o tempo necessario para o 6leo comecar a mostrar sinais de rancificacao. Esta, por
sua vez, depende das caracteristicas proprias do azeite (insaturacdo, teor de
antioxidantes, estado de oxidacdo, etc.) e varia segundo as condi¢des de temperatura,
luz, contato com o oxigénio, qualidade e tamanho dos recepientes, etc, a que esteja
submetida a sua conservacdo. Os valores médios e desvio padrdo para o tempo de
inducdo expresso em horas sdo apresentados na Figura 10 para os azeites da cv.

Arbequina (a) e para os demais azeites elementares das cultivares em anélise (b).
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Figura 10. Valores médios de estabilidade oxidativa (horas) e desvio padrdo para 0s
azeites da cv. Arbequina (a) e azeites elementares das restantes cultivares (b).
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De acordo com a Figura 10 (b), percebe-se um comportamento muito variavel
entre 0s azeites elementares, sendo a cv. Cornicabra a de maior estabilidade
apresentando tempo de indugdo superior as demais (27,81 h). Os azeites da cv.
Arbequina ndo apresentaram grande variagdo entre si (10,46 a 12,93 h), mas evidenciou
baixa estabilidade oxidativa quando comparada com o tempo de inducdo das cvs.
Arbosana, Cornicabra, Manzanilla, e Royuella (19,38, 27,81, 23,83, 17,01 horas
respetivamente). Os resultados obtidos para a estabilidade oxidativa das cvs. Arbequina,
Cornicabra e Manzanilla foram superiores aos dos encontrados nos estudos realizados
por Sena-Moreno et al. (2015). Essa variabilidade pode estar diretamente relacionada
com o factor cultivar, com o indice de maturacdo e com a atividade antioxidante, uma
vez que em baixos indices de maturacdo, o fruto ndo requer protecdo oxidativa e,
portanto, terd& uma maior protecdo contra a oxidagdo durante a exposicdo ao ar e a

temperatura com relacdo a um fruto com alto indice de maturacéo.

4.1.3.3. Atividade sequestradora do radical DPPH (DPPH)

Um dos métodos para determinacdo da capacidade oxidante € medida pelo
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH’). Este método é uma das
ferramentas mais utilizadas para se avaliar o potencial antioxidante, mais
especificamente, a atividade antiradicalar dos azeites. A atividade sequestradora do
radical de DPPH’ foi expressa em percentagem de inibigao (Figura 11).

As cvs. Zorzal ITA e Cornicabra apresentaram uma percentagem de inibicao
assinalavel com relagdo as outras cultivares, enquanto, as cvs. Arbequina e Frantoio

tiveram percentagens entre 30 e 40% de inibigé&o.
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Figura 11. Valores médios da atividade sequestradora do radical DPPH do azeite e
desvio padrdo para os azeites da cv. Arbequina (a) e azeites elementares das restantes

cultivares (b).

4.1.34.

Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTS™)

O método baseia-se na capacidade de uma amostra em inibir o radical ABTS

(ABTS™). Assim, a atividade sequestradora do radical ABTS foi expressa em

percentagem de inibicdo (Figura 12).
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Figura 12. Valores médios da atividade sequestradora do radical ABTS do azeite e
desvio padrdo para os azeites da cv. Arbequina (a) e azeites elementares das restantes
cultivares (b).

As percentagens de inibicdo das cultivares, de modo geral, foram consideradas

elevadas, estando estas superiores a 90%.

4.1.4. Colorimetria

O azeite virgem possui cor que vai desde o verde-amarelado até ao dourado,
dependendo da variedade e do estado de maturagdo da azeitona (Moyano et al., 2008).
A cor do azeite é determinada pelos pigmentos existentes na sua composicao,
principalmente os pigmentos de clorofilas e carotenoides. A medicdo da cor, pelo
método CIELAB, decorre sob a leitura dos pardmetros L*, a* e b*, onde cada um
distingue intervalos de cores primarias. Neste método, o pardmetro L* mede a

luminosidade e pode variar entre zero (preto) e cem (branco); o parametro a* apresenta
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0 desvio da cor entre o verde (valores negativos) e o vermelho (valores positivos),
enguanto o parametro b* apresenta o desvio da cor entre o azul (valores negativos) e o
amarelo (valores positivos) (Silva et al., 2007). De seguida, apresenta-se no Quadro 8 os
valores médios e desvio padrdo obtidos via CIELAB para os azeites elementares da

medicdo da cor como para o indice de amarelecimento (Y1).
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Quadro 8. Valores médios de colorimetria (L*, a*, b*, L, a e b) e de indice de amarelecimento (Y1) dos azeites elementares (média e desvio

padrdo).
CIELAB Hunter Vi
L* a* b* L a b

Arbequina 3*1,5 69,85 + 0,01 -14,41 + 0,02 78,64 + 0,00 63,67 + 0,00 -12,52 + 0,02 40,01 + 0,01 160,82
Arbequina 3,5%1,5 65,25 + 0,01 -15,26 + 0,02 73,84 + 0,02 58,62 + 0,01 -12,84 + 0,02 36,72 0,01 161,67
Arbequina 4*1 68,20 + 0,00 -13,70 £ 0,01 77,98 0,01 61,84 + 0,00 -11,80 + 0,00 39,02 + 0,00 163,34
Arbequina 4*1,25 68,39 + 0,01 -13,87 0,02 78,25 + 0,02 62,05 + 0,01 -11,95 + 0,01 39,17 +0,01 163,47
Arbequina 4*1,5 64,74 + 0,01 -15,13 + 0,01 73,41 + 0,02 58,07 + 0,01 -12,69 + 0,01 36,38 + 0,01 162,01
Arbequina 4*2 65,30 + 0,00 -14,72 £ 0,01 74,65 + 0,02 58,67 + 0,00 -12,41 +0,01 36,90 + 0,01 163,31
Arbosana 72,24 0,01 -13,26 + 0,02 75,38 + 0,01 66,35 + 0,01 -11,73 0,02 40,51 + 0,01 149,04
Arroniz 65,05 + 0,01 -12,20 +0,01 73,40 + 0,02 58,41 + 0,00 -10,35 + 0,01 36,54 + 0,00 161,19
Cobrangosa 62,59 + 0,00 -14,31 0,01 68,86 + 0,02 55,77 + 0,01 -11,85 + 0,01 34,42 + 0,00 157,17
Cornicabra 55,61 + 0,00 -16,59 + 0,01 59,42 + 0,02 48,50 + 0,01 -12,96 + 0,01 29,23 +0,01 152,65
Frantoio 68,65 + 0,00 -15,47 0,01 78,04 + 0,03 62,34 + 0,01 -13,30 + 0,01 39,27 +0,01 162,40
Hojiblanca 66,82 + 0,01 -14,80 + 0,01 75,86 + 0,01 60,32 + 0,01 -12,59 + 0,01 37,90 0,01 162,19
Manzanilla 60,00 + 0,00 -13,44 + 0,01 66,56 + 0,01 53,03 + 0,00 -10,96 + 0,01 32,72 0,00 158,48
Picual 57,58 + 0,02 -8,70 £0,08 28,98 + 0,27 50,52 + 0,02 -7,07 0,06 19,14 + 0,14 71,90
Picudo 64,48 + 0,02 -14,85 + 0,01 73,30 + 0,02 57,79 + 0,03 -12,45 + 0,01 36,23 + 0,02 162,38
Redondilla 69,04 + 0,01 -12,65 + 0,02 74,40 + 0,02 62,77 +0,01 -10,98 + 0,02 38,71+ 0,01 153,96
Royuela 65,73 0,01 -11,34 + 0,04 73,32 + 0,02 59,14 + 0,01 -9,68 + 0,03 36,85 + 0,01 159,36
Zorzal ITA 63,25 + 0,06 -13,36 + 0,06 59,51 + 0,47 56,46 + 0,07 -11,15 + 0,05 32,44 +0,16 134,42
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Em termos de luminosidade (L*), verifica-se que as cultivares se apresentaram
intermediarias. As cvs. Picual e Arbosana apresentaram a menor e maior media para a
luminosidade, 57,58 e 72,24 respetivamente. Para a tonalidade esverdeada (a*),
verifica-se que ambas cultivares apresentam valores abaixo de zero e a irem de encontro
com a tonalidade caracteristica dos azeites, derivado dos pigmentos de clorofila. Para o
parametro b*, todas as amostras apresentam uma tonalidade amarelada, podendo ter
varias origens desde o reduzido teor em pigmentos, ou mesmo um avancado estado de
maturacdo. O indice de amarelecimento foi similar entre algumas das amostras,
podendo destacar as cvs. Picual e Frantoio que apresentaram a menor e maior média,
71,90 e 162,40 respetivamente. Os valores para o parametro de luminosidade (L*)
juntamente ao de indice de amarelecimento (Y1) podem vir a sugerir que 0s azeites
elementares possuem em sua composi¢do um maior teor de feofitinas que em clorofilas.
Algumas reacdes no azeite podem vir a degradar a clorofila, pigmento verde, formando

assim as feofitinas, pigmento amarelado (Criado et al., 2008).

4.2. EFEITO DO AQUECIMENTO EM MICRO-ONDAS EM AZEITE
VIRGEM COM E SEM ADICAO DE EXTRATO DE SCENEDESMUS
ALMERIENSIS

Com o0 objetivo de avaliar o efeito protetor da adigdo de extrato da microalga
Scenedesmus almeriensis sobre azeite sujeito a aquecimento em micro-ondas, foram
preparados diferentes seis amostras de azeite, provenientes do mesmo lote, onde em trés
delas foi adicionado extrato de alga enquanto tal ndo se verificou nas restantes. As
amostras assim preparadas foram sujeitas a aquecimento em micro-ondas, a poténcia
maxima, durante cinco minutos, sendo avaliado o efeito da adi¢cdo de alga em alguns

parametros de qualidade, composicao quimica e atividade antioxidante.

4.2.1. Parametros de qualidade

Nos azeites inicial (To) e apds ter sido sujeito a aguecimento em micro-ondas,
com (Tsext) € sem (Ts) adicdo de algas, foi avaliada a acidez, indice de peroxido e
espectrofotometria no ultravioleta. No Quadro 11, sdo apresentados os valores médios e

respetivo desvio padrdo para os azeites avaliados.
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Quadro 9. Valores médios dos parametros de qualidade [acidez total (% &cido oleico);
indice de peroxido (MEQ.02/kg); Kazz; Kzzo € AK] dos azeites controlo sem
aquecimento (Ty), sujeitos a aquecimento com (Tsexr) € sem adicdo de alga (Ts).

indice de Peréxido

Acidez (MEqO,/kg) Kosp Ko AK
To 0,1+£0,0 4,57 + 0,59 1,36 £0,10 0,18 £ 0,02 0,00 + 0,00
TsexT 0,2+0,0 9,58 +1,15 2,62 +0,59 0,31 + 0,06 0,00 + 0,00
Ts 0,2+£0,0 10,25 £ 0,42 1,81+£0,24 0,17 £ 0,03 0,00 + 0,00

No presente trabalho verificou-se um aumento de 100% nos valores de acidez
registados em azeites sujeitos a aquecimento (0,2%) quando comparados com o
controlo (0,1%). Contudo, uma vez que se tratam de azeites com um valor de acidez
muito baixo, tal pode ndo corresponder a um aumento real deste valor, visto que a
passagem de 0,1% para 0,2% de acidez, muitas vezes tem a ver com a queda de mais
uma gota ou menos de titulante, fazendo alterar este valor. A adicdo de extrato de algas
por si sO parece nao exercer qualquer influéncia neste parametro. Limon et al. (2015),
ao estudarem o efeito de duas concentragdes de extrato de algas verificaram que ndo foi
significativa a alteracdo neste parametro. Assim, o aumento da acidez pode ser atribuido
a existéncia de alguma falta de exatiddo experimental, ou ao aquecimento em micro-
ondas. Malheiro et al. (2009), correlacionaram os valores de acidez, em azeites, com 0
tempo de aquecimento e verificaram que ndo ocorreram alteracbes com significado

estatistico.

No que respeita ao indice de perdoxido, os valores obtidos sdo claramente
influenciados pelo aquecimento em micro-ondas. Em ambas as situacdes avaliadas, ou
seja, azeite com e sem adicdo de extrato de algas, o valor do indice de peroxidos
aumentou mais de 100%, sendo esse aumento ainda mais pronunciado no caso em que
n&o foi adicionado extrato. E visivel que o azeite sujeito a aquecimento com adigio de
extrato de alga sofreu uma menor oxidacéo, que pode estar relacionado com o maior
teor em antioxidantes nesses azeites. As alteracOes observadas estardo sobretudo
relacionadas com o aquecimento em micro-ondas (Malheiro et al., 2009), visto a adi¢do
de extratos de algas em azeites ndo sujeitos a este processamento alimentar parece ter

um efeito positivo neste parametro, reduzindo o seu valor (Limon et al., 2015).

O coeficiente de extingdo Kys,, que esta relacionado a presenca de produtos de
oxidacdo priméria, sofreu variagdo quase duas vezes superior para 0 azeite sujeito a

aquecimento com alga (1,36 para 2,62). Este aumento esta relacionado com a presenca
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de pigmentos da alga, uma vez que a intensidade da cor é proporcional ao valor do
coeficiente de extincdo pelo espectrofotbmetro. A mesma situacdo € vista para o
coeficiente de extin¢do K7, 0 azeite sujeito a aquecimento com adigéo de alga foi mais
elevado. O azeite sujeito a aquecimento sem adicdo de alga obteve uma menor média

que para o azeite controlo.

Para se medir a influéncia dos efeitos de aquecimento e adicdo de algas, fez-se a
aplicacdo da Analise de Componentes Principais (PCA) aos parametros de qualidade
dos azeites. Neste caso, as amostras foram distribuidas de forma que 1 e 2 se referem ao
controlo, de 3 a 8 as amostras aquecidas sem adicdo de extratos de algas enquanto que
de 9 até 14 se referem aquelas amostras aquecidas com adicdo de extratos de algas. Os
resultados mostraram uma discriminacdo entre o azeite controlo das amostras aquecidas
em micro-ondas. Além disso, observando-se a segunda componente principal (PC 2), as
amostras em que se adicionaram extrato de algas aparecem discriminadas daquelas
aquecidas sem a presenca do extrato, como pode ser visto na Figura 13. A aplicacdo de
PCA para este fim utilizou 2 componentes para explicar 96,87% da variancia total dos
dados. Neste caso, a PC 1 (eixo “x”) explica 48,30% da variancia total, enquanto que o

segundo eixo explica 32,34%.
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Figura 13. Anadlise de componentes principais aplicada as diferentes amostras
avaliadas, com relacdo aos parametros de qualidade e atividade antioxidante.
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Para se entender quais parametros foram responsaveis por tal discriminacédo, é
necessario observar-se o grafico apresentado na Figura 14, o qual se refere aos
“loadings” (pesos) das componentes principais (PCs) utilizadas (neste caso, PC 1 e PC
2). A Figura 14 a apresenta os loadings para PC 1 enquanto que a Figura 14 b os
loadings para PC 2. As variaveis utilizadas foram (1) acidez total (% acido oleico), (2)
indice de peroxido (MEQ.02/KQg), (3) Kasz, (4) Karo, (5) AK, (6) Rancimat, (7) ABTS e
(8) DPPH. Para entender esta analise é necessario que consideremos 0S €ix0s
separadamente, de forma a perceber que a PC 1 apresenta valores positivos e negativos,
tal qual em PC 2. Assim, observando-se a Figura 14, nota-se que os fatores implicantes
na separacdo das amostras T, (controlo) das Ts (aquecidas sem algas) e Tsexr
(aquecidas com adicao de algas), sdo (1) acidez total (% acido oleico), (2) indice de
perdxido, (3) Kasz, (4) Koo, (5) AK € (7) ABTS. Em outras palavras, como as amostras
que se referem ao controlo se apresentam com valores de scores negativos em PC 1,
podemos inferir que estas sdo mais influenciadas por (6) Rancimat e (8) DPPH,
sugerindo, portanto, que o que as diferencia sédo fatores oxidativos. Assim, podemos
sugerir que as amostras controlo se encontram menos oxidadas que aquelas aquecidas.
Por outro lado, as amostras aquecidas sem a presenca de algas se apresentam com
valores mais significativos para (1) acidez total (% acido oleico), (2) indice de perédxido
e valores para (7) ABTS. Portanto, as amostras Tsext (de 9 a 14) se apresentam com
valores mais significativos para (3) Kz, (4) Karo, (5) AK, (6) Rancimat e (8) DPPH.
Como estas apresentam elevados valores para DPPH, sugere-se que estas apresentem
maior atividade antioxidante quando comparadas com as Ts, aquecidas sem a adi¢cdo de
algas. Tais resultados parecem condizentes com 0 que se espera ao adicionar tais
substancias aos azeites, uma vez que se espera que tais algas possam produzir um efeito
protetor nos azeites por existir a possibilidade de que estas, de alguma forma, possam

liberar antioxidantes para o meio.
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Figura 14. a) Loadings de PC 1 e b) Loadings de PC 2, relacionados com as diferentes
variaveis avaliadas.

4.2.2. Composic¢ao quimica

4.2.2.1. Composicdo em acidos gordos

O perfil em &cidos gordos dos azeites controlo e sujeitos a aquecimento com

(Tsext) € sem adicdo de alga (Ts) € apresentado no Quadro 10.

Quadro 10. Valores médios do perfil em &cidos gordos dos azeites controlo sem
aquecimento (To), sujeitos a aquecimento com (Tsext) € sem adi¢édo de alga (Ts) (média
e desvio padrdo em percentagens).

To Teext Ts
C16:0 10,11 +£0,70 11,03+0,17 10,79 £ 0,93
Ci6:1 0,60 + 0,02 0,63+0,01 0,64 +0,03
C17:0 0,14+0,01 0,13+0,01 0,14 +0,02
Cir:1 0,23+0,01 0,23+0,02 0,24 +0,01
C18:0 2,07 £ 0,04 2,06 +0,02 2,07+0,07
C18:1 78,04 + 0,75 77,65+0,16 77,98+0,71
C18:2 6,80 + 0,05 6,55+ 0,05 6,45+ 0,34
C18:3 0,61+0,01 0,72+0,13 0,65+0,01
C20:0 0,53+0,01 0,31+0,14 0,35+0,01
C20:1n9 0,38+0,01 0,40+ 0,04 0,38 £0,03
C22:0 0,16 £ 0,00 0,16 + 0,01 0,17 +0,01
C24:0 0,10 +0,02 0,07+0,01 0,06 +0,01
SFA 13,15+0,72 13,77 £ 0,24 13,61 £ 0,95
MUFA 79,89 £ 0,75 78,91+0,13 79,24 0,70
PUFA 7,40 + 0,05 7,27+0,15 7,11+0,32
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As diferencas entre o0s resultados obtidos ndo sdo muito perceptiveis,
apresentando valores similares entre o azeite controlo sem aquecimento (To), sujeitos a
aquecimento com (Tsext) € sem (Ts) adicdo de extrato de alga. O &cido palmitico
(C16:0) sofreu um aumento no azeite sujeito a aquecimento com alga (10,11 para
11,03). Os &cidos oleico, linoleico e linolénico, sofreram uma pequena redugdo com o
aquecimento. Para o acido oleico (C18:1), o azeite aquecido com extrato de alga sofreu
uma maior reducdo em relacdo ao azeite controlo sem aquecimento (78,04 para 77,65).
A razdo MUFA/SFA e PUFA/SFA também sofreram reducdo, sendo a relagdo

PUFA/SFA muito similar entre os azeites estudados sob diferentes condiges.

Afim de se notar as diferencas existentes com relacdo a composicdo em acidos
gordos, fez-se a Andlise de Componentes Principais. A matriz avaliada por PCA foi
composta de forma que as amostras de 1 a 4 se referem ao controle (Ty), de 5 a 10 se
referem a amostra sem adicdo de algas (Ts) e de 11 a 16 as amostras que sofreram a
adicdo de algas (Tsext). Neste caso, a aplicacdo de PCA permitiu a separacdo dos
diferentes efeitos, ou seja, To, das amostras Ts e Tsexr. Para este tratamento, a PCA
utilizou 6 componentes para explicar 98,52% da variancia total dos dados, sendo que a
melhor visualizacdo foi possibilitada através da plotagem entre PC 1 e PC 5. Os
resultados estdo apresentados na Figura 15, a qual evidencia a discriminacdo das
amostras com e sem aquecimento das amostras controle, ja que estas Ultimas sdo as
Unicas dispostas em valores positivos de PC 5, que explica 8,45% da variancia total dos
dados. No entanto, para este caso ndo foi possivel separar com clareza as amostras Ts
das Tsext, pois para que esta separacao seja perceptivel, seria necessario um grafico

destes resultados que possibilitasse a visualizagcdo em 3 dimensGes.
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Figura 15. Andlise de componentes principais aplicada as diferentes amostras

avaliadas, com relacdo aos acidos gordos.

Para entender as separacGes, observou-se o grafico da Figura 16, que traz

informagdes sobre os loadings utilizados. Assim, pode-se inferir que as amostras

controle se diferenciaram das demais amostras por apresentarem, principalmente, teores

superiores de C17:0 (variavel 3) e C24:0 (variavel 12).

Varnables/Loadings Plot forAG2

=
S

PC 1(3552%)

& & e o o

ka = = = ka L
PC 5 (8.45%)

&
[

o
=

Variables/Loadings Plot for AG2

Figura 16. a) Loadings de PC1 e b) Loadings de PC5, relacionados com as diferentes

variaveis avaliadas.
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4.2.2.2. Composicao em tocoferdis e tocotrienois

A composicdo em tocoferois dos azeites controlo sem aquecimento (To), sujeitos
a aquecimento com (Ts) e sem adicdo de alga (Tsext) detalhada esta relatado no Quadro
11.

Quadro 11. Valores médios de tocoferdis e vitamina E total (mg/kg) dos azeites
controlo sem aquecimento (Tp), sujeitos a aquecimento com(Tsext) € sem adicdo de
alga (Ts) (média e desvio padréo).

a-Tocoferol B-Tocoferol A-Tocoferol 'I\'{)I ;[:Im ina &
To 191,51 + 11,24 1,18+ 0,13 3,43+0,24 196,12 + 11,61
Tsext 132,73 £5,03 1,28 £0,12 2,73+0,08 136,72 £ 5,10
Ts 134,62 + 9,03 1,10 £ 0,09 2,42+£0,13 138,10 £ 9,25

Foram detectados e quantificados trés tocoferdis nos azeites: alfa- tocoferol, beta-
tocoferol e gama-tocoferol. Os azeites sujeitos a aquecimento apresentaram valores
inferiores para alfa-tocoferol, gama-tocoferol e vitamina E em relagdo ao azeite controlo
(To). Assim como Malheiro et al. (2015) verificaram que a adicdo de alga ao azeite ndo
afeta consideravelmente a quantidade total de tocoferdis bem como tocoferdis
individuais, os resultados obtidos em azeites sujeitos a aquecimento com adicdo de alga
ndo apresentaram diferenca assinalavel na preservacdo da composi¢do antioxidante. O
aquecimento do azeite em micro-ondas contribui para perdas significantes na
composicao dos azeites, como o parametro de alfa-tocoferol que sofre uma diminuicéo
proporcional ao tempo de aquecimento que é submetido verificado por Malheiro et al.
(2009).

A aplicagdo da Analise de Componentes Principais ao perfil de composi¢do em
tocoferois possibilitou a separacédo entre todas as amostras, como pode ser observado na
Figura 17. Observa-se que a PC 1, que explica 64,30% da variancia dos dados, separou
as amostras controlo (de 1 até 4) nos valores positivos de PC 1, das amostras aquecidas
(amostras de 5 até 16). Ja para a PC 3, que explica 3,60% da variancia, ao considerar-se
apenas as amostras aquecidas, foi possivel observar a separacdo das amostras sem
adicdo de algas (Ts: de 5 até 10) daquelas que tiveram adicéo do extrato de algas (Tsext:
de 11 até 16).
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Figura 17. Analise de componentes principais aplicada as diferntes amostras avaliadas
quanto ao teor de diferentes tocoferois.

Para entender quais compostos diferenciaram uma amostra da outra, observou-se
0 grafico dos loadings de PC 1 e de PC 3, apresentados nas Figura 18 a) e b),
respectivamente. Considerando que as varidveis avaliadas foram os teores de (1) a-
Tocoferol, (2) B-Tocoferol e (3) y-Tocoferol, nota-se que as amostras controle se
apresentaram como mais ricas, de maneira geral, em tocoferois. Esta observacdo ja era
esperada, uma vez que o aquecimento leva a degradacdo de tocoferois, o que pode
diferenciar as amostras avaliadas. No caso das amostras aquecidas, aquelas que néo
continham alga se diferenciaram das Tsext por apresentarem maior quantidade relativa
de a-Tocoferol (variavel 1), enquanto que as Tsext apresentaram maior teor relativo de
y-Tocoferol (variavel 3). Este efeito sugere que ou as algas suprimem os a-Tocoferois
ou causam algum efeito que mascara a presenca destes compostos. No entanto, ndo é

possivel afirmar, a partir deste estudo, qual foi a causa deste efeito.
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Figura 18. a) Loandings de PC1 e b) Loandings de PC5, relacionados com as variaveis

(1) a-Tocoferol, (2) B-Tocoferol e (3) y-Tocoferol.

4.2.2.3. Composi¢cao em pigmentos

Os pigmentos encontrados nos azeites analisados foram os carotenoides e

feofitinas que estao apresentados no Quadro 12.

Quadro 12. Valores médios da determinacdo de pigmentos nos azeites sujeitos a
aquecimento com(Tsexr) € sem adicdo de alga (Ts) expressos em mg/kg.

Carotenoides (mg/kg) Feofitina (mg/kg)
Tsext 26,81+1,34 8,66 * 0,46
Ts 12,81 + 0,56 9,92 £ 0,56

As feofitinas sdo os derivados das clorofilas formadas pelo meio acido durante o
processo de extracdo do azeite virgem. O aumento deste composto durante
armazenamento do azeite é provavelmente resultado de um processo ndo enzimatico,
envolvendo a formacdo e subsequente acumulacdo de radicais livres, que sdo o0s
principais responsaveis pela destruicdo de pigmentos (Criado et al., 2008). O
aquecimento aumenta a propensdo da degradacdo dos pigmentos e outros compostos
antioxidantes (Malheiro et al., 2009; Luaces et al., 2005), o que é verificado pelos

resultados obtidos para o azeite com (Tsext) € sem adigdo de alga (Ts).

Os resultados para os teores de pigmentos dos carotenoides do azeite com adicéo
de alga foram superiores, assim como verificado por Limén et al. (2015). Para além
dessa condicdo, a alga atua como protetor antioxidante quando o azeite é sujeito a

aquecimento evitando a degradacao destes compostos.
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4.2.3. Atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante dos azeites controlo sem aquecimento
(To), sujeitos a aquecimento com (Tsext) € sem adicdo de alga (Ts) foram feitas a partir
das andlises da estabilidade oxidativa, atividade sequestradora dos radicais livres DPPH
e ABTS.

A variacdo do tempo de inducdo foi assinalavel nos azeites sujeitos a aquecimento
com (Tsext) € sem (Ts) a adicdo de alga, verificando-se uma reducéo de 12,93 h (Ty)
para 9,65 e 9,53 h, Tsext € Ts respetivamente. Limdn et al (2015) verificaram que a
adicdo de alga em azeites, ndo sujeitos a aquecimento, aumenta o tempo de inducéo.
Portanto, pode-se dizer que ao sujeitar 0 azeite ao aguecimento, a atividade antioxidante
do azeite com e sem adicdo de alga reduz ao minimo o que explica o baixo tempo de

inducéo.

Os resultados das atividades sequestrantes do radical livre DPPH e ABTS
apresentaram valores positivos para o azeite aquecido adicionado de extrato de alga.
Este apresentou um maior potencial antioxidante mesmo nas condi¢des de aquecimento,
mantendo preservado as suas propriedades pela acdo antioxidante protetora da alga
(Ismail e Hong, 2002).
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Figura 19. Valores médios e desvio padrdo dos parametros de estabilidade oxidativa
(horas) (a), atividade sequestrante do radical livre DPPH (percentagem de inibicéo) (b)
e atividade sequestrante do radical livre ABTS (percentagem de inibi¢do) (c) para os
azeites controlo sem aquecimento (Tp), sujeito a aquecimento com (Tsext) € sem (Ts)
adicéo de extrato de alga.

4.2.4. Colorimetria

No Quadro 14 encontra-se a apresentacdo dos valores médios e desvio padréo
obtidos da medicdo de cor pelo método CIELAB, e também as médias obtidas do
calculo para a diferenca de cor (AE) e indice de amarelecimento (Y1), nos azeites com

adicdo de algas sujeitos a aquecimento em micro-ondas.

Os resultados apresentados na tabela foram também utilizados para a analise de
componentes principais na tentativa de se observar alguma similaridade ou diferenga

entre as amostras ao se avaliarem todas as variaveis ao mesmo tempo.

Quadro 13. Valores médios de colorimetria (L*, a*, b*, L, a e b) e respetivos desvio
padréo.

CIELAB HUNTER
AE Yl
L* a* b* L a b
To 65,25+0,01 -1526+0,02 73,84+0,02 58,62+0,01 -12,84+0,02 36,72+ 0,01 - 161,67

Tsexr 62,52+287 -0,19+042 7256+530 5571+3,04 -0,17+0,36 3512+242 1537 165,80
Ts 67,10+7,10 -11,31+186 71,13+1420 60,79+7,72 -9,79+195 37,00+6,77 5,14 151,44
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A diferenca de luminosidade encontrada nos azeites com e sem adi¢do de alga é
justificada pelo aquecimento que degradam os pigmentos, nomeadamente clorofila e
carotenoides, que sdo termolabeis como visto pelos autores Malheiro et al. (2009) que
detetaram este efeito ao submeterem azeites de regides diferentes a diferentes tempos de
aquecimento em micro-ondas. O impacto da presenca da alga no azeite é claramente
percebido na média do parametro a*, que vai do verde (-120) ao vermelho (120). As
médias para a* quando adicionado de alga foi mais proximo a zero (-0,19), o que sugere
a mudanca da coloracdo esverdeada tipico de azeites para uma coloracdo alaranjada,
caracteristica dos carotenoides. Na Figura 20 estd uma apresentacdo da diferenca de cor
a olho nu dos azeites controlo (To) sem aquecimento, sujeito a aquecimento com (Tsext)

e sem (Ts) extrato de alga.

TSEXT

Figura 20. Diferenca de cor doas azeites submetidos a aquecimento com (Tsext) € sem
(Ts) adigdo de extrato de alga.

Em geral, os resultados obtidos para L*, a* e b* mostram que a adicdo de alga ao
azeite trouxe mudancas assinalaveis que é confirmado pelo parametro AE (diferenca de
cor em relacdo ao controlo) e indice de amarelecimento (Y1), ambos superiores para o
azeite sujeito a aquecimento adicionado de alga. A diferenca de cor da amostra controlo
para a amostra sujeita a aquecimento com adicdo de alga (Tsext) chega a ser trés vezes
maior quando comparado a amostra sujeita a aquecimento sem adicéo de alga (Ts), que

pode ser explicada pela presenca de carotenoides na composicédo da alga S. almeriensis.

Para a analise de componentes principais, consideraram-se as variaveis produzidas
pelo método CIELAB (L*, a* e b*), HUNTER (L, a e b) e o indice de amarelecimento
(Yl). Para esta analise, a utilizacdo de 3 PCs pode explicar 99,99% da variancia total

dos dados. Considerando-se que a amostra T, (controlo) foi medida apenas uma vez,
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enquanto que a Ts e Tsext foram medidas em triplicata, temos que a amostra 1
corresponde a Ty, as amostras de 2 até 4 correspondem a Ts e as amostras de 5 até 7
correspondem a Tsexr, € possivel observar a partir do grafico da Figura 21 a separacéao
das amostras de acordo com suas caracteristicas. Observou-se em valores positivos de
PC 2 e PC 3, simultaneamente, apenas as amostras Tsext, enquanto que os valores
positivos de PC 3 e negativos de PC 2 destacam a amostra Ty, sendo as Ts destacadas

para os valores negativos de PC 2 e PC 3, simultaneamente,
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Figira 21. Anélise de componentes principais aplicada as diferentes amostras adas
quanto, quanto a parametros de cor.

Para melhor entender quais as diferencas, os parametros avaliados foram CIELAB
L* (1), a* (2), b* (3), Hunter L (4), a (5), b (6) e YI (7). Neste caso, observou-se que as
amostras Tsexr se diferenciaram por CIELAB a* (2), b* (3), Hunter a (5), b (6) e Y1 (7),
a amostra To por CIELAB L* (1), b* (3), Hunter L (4) e YI (7), enquanto que as
amostras Ts por CIELAB L* (1), a* (2), Hunter L (4), a (5) e b (6) (Figura 22).

VariablesLoadings Plotfor Cor Variables/Loadings Plotfor Cor

PC 3[285%)

Figura 22. a) Loading de PC2 e b) Loadings de PC3, relacionados com as variaveis de
CIELAB L* (1), a* (2), b* (3), HUNTER L (4), a (5), b (6) e Y1 (7).
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5. CONCLUSOES
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A cultivar de azeitona exerce uma influéncia decisiva ao nivel da composicao
quimica e das carateristicas sensoriais dos azeites. Os azeites elementares, mostraram
ter composicao distinta entre si, especialmente no perfil sensorial, na composi¢cdo em

acidos gordos, e no perfil em esteradis.

A adicdo de extrato de alga no azeite como antioxidante para submeté-lo ao
aquecimento pode apresentar aspectos benéficos para o azeite principalmente em

relacdo a sua estabilidade oxidativa.

A presenga de extratos de alga altera claramente a atividade antioxidante do
azeite, 0 aumento da resisténcia a oxidacdo preservando as propriedades do azeite
mesmo durante aquecimento, mas induziu também a um aumento dos coeficientes de
extincdo, devido a presenca de pigmentos. A composi¢do quimica se mostrou similar
em diferentes situacOes avaliadas, podendo concluir que a alga ndo tem relacdo direta

com as alteracOes e sim, 0 aquecimento.

Este trabalho pode, dar continuidade a outros trabalhos, como por exemplo
estudar o efeito da adicdo de extrato de alga em diferentes cultivares, combinando assim
o fator cultivar e extrato para aumento da atividade antioxidante quando exposta a

aquecimento.
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