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REsSumMO

Nas ultimas décadas, 0 azeite tem vindo a tomar um lugar de destaque na dieta
humana devido aos beneficios para a satde, que advém da sua composi¢do quimica, e as
caracteristicas organolépticas que lhe conferem propriedades Unicas. O azeite devido &
sua composicdo, & muito suscetivel de sofrer oxidacdo lipidica, causando perdas ao
nivel das suas qualidades nutricionais e organoléticas. Neste sentido, com o trabalho
apresentado, pretende-se estudar se o agente aromatizante (alho, louro, malagueta,
orégdos e pimenta preta) afeta a composi¢do quimica e resisténcia a oxidagdo do azeite.
Esta avaliacdo foi realizada ao nivel dos parametros de qualidade, composicéao fisico-
quimica, resisténcia a oxidacdo e atividade antioxidante.

Os resultados dos parametros de qualidade mostrou que a adicdo de alho para a
acidez, alho e orégdos, no valor de perdxido, causam alteracGes destes valores. O azeite
aromatizado com alho mostrou um aumento da acidez, €, no caso do valor de peroxido,
a adicdo de especiarias (alho e orégdos) diminuiu os valores das referidas amostras. Em
relacdo aos coeficientes de extin¢do especificos, verificou-se que tanto o alho como
orégdos diminuiu os valores de Kas,, enquanto que Kz, as amostras aromatizadas com
malagueta e pimenta mostrou um ligeiro aumento dos referidos valores. A analise
fisico-quimica mostrou que em todas as amostras, 0s acidos gordos mais abundantes séo
0 acido oleico (aprox. 75%), seguido do &cido palmitico e linoleico. A adi¢do de
especiarias ao azeite fez aumentar a relagdo (MUFA + PUFA)/SFA em comparacao
com o azeite ndo aromatizado. A vitamina E ndo sofreu perdas significativas com a
adicdo de especiarias, e 0 vitamero mais abundante é o a-tocoferol. No que respeita aos
fenois totais, a adi¢do de especiarias induziu perdas significativas nestes valores (P <
0,001). Nos ensaios de antioxidantes (DPPH* e ABTS""), apenas do azeite aromatizado
com um alho reduziu a atividade sequestradora de DPPH" e o azeite com aroma a
malagueta baixou a atividade sequestradora de ABTS", significativamente. A adicdo de
especiarias melhorou a estabilidade oxidativa, exceto para o azeite aromatizado com
folhas de louro. Os resultados obtidos permitem afirmar que a adicdo dos agentes
aromatizantes nao alterou significativamente os parametros de qualidade dos azeites,
podendo favorecer um aumento da sua resisténcia e consequentemente um aumento do

tempo de prateleira do produto.

Palavras-chave: Azeite, especiarias, atividade antioxidante, estabilidade oxidativa
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ABSTRACT

In recent decades, olive oil has taken a prominent place in human diet, due to the
health benefits that come from their chemical composition, as well as for its
organoleptic characteristics, that give it unique properties. Olive oil, due to its
composition, is very likely to suffer lipid oxidation, which cause a decrease on both
nutritional and organoleptic qualities. In this sense, the present work intends to study
whether the flavouring agent (garlic, bay leaves, chilli pepper, oregano and black
pepper) affects the chemical composition and oxidation resistance of the olive oil. This
evaluation took place at the level of quality parameters, physicochemical composition,
resistance to oxidation and antioxidant activity.

Results from the quality parameters showed that, the addition of garlic, for
acidity, and garlic or oregano, in the peroxide value, caused variations in those values.
The olive oil flavoured with garlic showed an increase on the free acidity, and, in the
case of the peroxide value, the addition of spices (garlic or oregano), decreased the
values of those samples. Regarding the specific extinction coefficients, it was found that
both garlic and oregano lowered the values of K3, while for Ky, the samples
flavoured with chilli-pepper and black-pepper showed a slight increase of those values.

Physicochemical analysis showed that in all samples, the most abundant fatty
acids are oleic acid (approx. 75%), followed by palmitic and linoleic acid. The addition
of spices to olive oil increase the ratio (MUFA + PUFA) / SFA compared with the olive
oil non-flavoured. Vitamin E did not suffer significant losses with the addition of spices,
and the a-tocopherol vitamer is the most abundant. With regard to the total phenol
content, the addition of flavouring spices induced significant losses in these values (P <
0.001). In the antioxidant assays (DPPH" and ABTS™), only the flavouring of olive oil
with either garlic or chilli-pepper caused variations on the results. The addition of garlic
cause a reduction on the scavenging activity of DPPH radicals, while the samples
flavoured with chilli-pepper presented lower values for the scavenging activity of ABTS
radicals values significantly. The addition of spices improved the oxidative stability,
except for olive oil flavoured with bay leaves. The results obtained allow to affirm that
the addition of flavouring agents do not significantly alter the parameters of quality of

olive oils and may promote an increase in resistance, hence a longer shelf life product.

Keywords: Olive oil, spices, antioxidant activity, oxidative stability
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No reino vegetal varios sdo os frutos e/ou sementes que fornecem oOleos
comestiveis. Estes Oleos sdo semelhantes em muitos aspetos, mas existem pequenas
diferencas que tém um efeito significativo sobre as suas caracteristicas fisico-quimicas.

De entre todos os 0leos comestiveis, o azeite tem vindo, nas Ultimas décadas, a
tomar um lugar de destaque, devido aos beneficios para a salde e as caracteristicas
organolépticas que advém da sua composi¢do. Esta é influenciada por varios aspetos
como sejam as boas praticas de manipulacdo, colheita, armazenamento e
processamento.

O azeite tem sido, ao longo dos séculos, amplamente utilizado na cozinha
mediterranica. Das diversas categorias comerciais de azeite, o virgem extra é aquele
com melhor aceitabilidade por parte dos consumidores. As caracteristicas quimicas e
organoléticas do azeite tém sido reconhecidamente comprovadas. A composicdo em
acidos gordos, com elevados teores de acido oleico e o equilibrio entre os &cidos gordos
saturados e polinsaturados, esta intimamente relacionada com os beneficios nutricionais
atribuidos a esta gordura. Por outro lado, uma vez que é geralmente consumido cru, 0
azeite apresenta quantidades consideraveis de antioxidantes naturais (Molddo-Martins et
al., 2004). Apesar da sua riqueza em compostos antioxidantes, o azeite € suscetivel de
sofrer oxidacéo lipidica, perdendo desta forma qualidades nutricionais e organoléticas
(Issaoui et al., 2011).

No caso do azeite sdo exequiveis diversas vias para proceder a sua aromatizacao.
Por um lado, parte dos aromatizantes, por exemplo: laranja, liméo, alho, entre outros,
podem ser adicionados durante o processo de extracdo do azeite, fazendo com que no
processo de moenda e termobatedura ocorra a passagem do agente aromatizante para o
azeite (Baiano et al., 2010). Contudo, 0 processo mais usual é apds extracdo do azeite a
adicdo direta do agente aromatizante ao mesmo. Neste processo € inserido 0 agente
aromatizante, por exemplo: louro, alho, malagueta, algas, cogumelos, entre outros, no
interior da embalagem, e esta é preenchida com azeite. Por difusdo h& passagem dos
aromas do agente para o azeite. A aromatizagdo com plantas, especiarias ou ervas
aromaticas pretende melhorar o valor nutricional, modificar as caracteristicas sensoriais
e, por vezes, aumentar o tempo de prateleira (Antoun & Tsimidou, 1997).

A origem dos azeites aromatizados parece derivar de praticas de processamento e
conservacao antigas, onde os azeites adquiriam desta forma o sabor correspondente do
aromatizante, e eram posteriormente usados na confecdo de pratos de culinéria e saladas
(Gambacorta et al., 2007).



Hoje em dia, o sector olivicola portugués tem necessidade de se afirmar no
mercado nacional e internacional, uma vez que a concorréncia externa é forte e
especializada. Para isso tem recorrido a inovacdo deste produto, tornando-o mais
atrativo, e contribuindo para a inovacdo do sector. No mercado portugués e
internacional, j& existem alguns azeites aromatizado com diversas especiarias,
nomeadamente, alho, orégaos, citrinos, ou mesmo particulas de ouro.

Neste sentido, com o trabalho apresentado, pretende-se estudar se o agente
aromatizante (alho, louro, malagueta, orégaos e pimenta preta) exerce atividade ao nivel
da composi¢do quimica e resisténcia a oxidacdo do azeite. A avaliagdo ocorreu ao nivel

da composicao fisico-quimica, resisténcia a oxidacao e atividade antioxidante.
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2.1. CoMPOSICAO QUIMICA DO AZEITE

A composicdo quimica do azeite varia de acordo com diferentes fatores, como a
cultivar, o estado de maturagdo dos frutos, as condi¢Ges agrondmicas e caracteristicas
tecnoldgicas de producéo.

Do ponto de vista da sua composicao, o azeite pode dividir-se em duas fracdes, a
maioritaria e a minoritaria (Firestone, 2005). A fracdo maioritaria, variavel entre 98,5%
e 99,5%, é formada essencialmente por triglicéridos e, em menor amplitude, por acidos
gordos livres e outros glicéridos parciais (Boskou et al., 2006). A fracdo minoritéria é
formada, em grande parte, pelos compostos que podem ser obtidos apds saponificacdo
do azeite. Esta fracdo contém uma grande variedade de compostos que satisfazem uma
vasta gama de funcdes, sendo os principais responsaveis pela estabilidade do azeite e as
suas caracteristicas organoléticas. Estes componentes minoritarios, na sua grande
maioria perdem-se, durante os processos de refinacdo, ndo estando presentes nos azeites
refinados (Sanchez et al., 2001).

2.1.1. Fracdo Maioritaria

2.1.1.1. Triglicéridos

Sao os principais componentes da fracdo saponificavel. Como mostra a figura 1,
os triglicéridos sdo tri-ésteres derivados da unido do glicerol (um tri-alcool) com acidos
gordos, no qual os grupos funcionais do glicerol (grupos hidroxilo) reagem com o acido
carboxilico dos &cidos gordos. Assim, um triglicérido é formado por um conjunto de

trés &cidos gordos ligados a uma molécula de glicerol (Sanchez et al., 2001).

Q
(H-o-c-R)X3

H o0
Acido Gordo H-C-0-C-R

+ | o)

I:I —- H-C-O-(”j-R
H-C-OH | o
H-C-OH H-(IS-O-(HZ-R
H-(;-OH H

H Triglicérido

Glicerol

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura do glicerol e acido gordo, e a
formacé&o do triglicérido.




No azeite, a distribuicdo dos acidos gordos nas moléculas de triglicéridos é
assimétrica entre as posicdes do glicerol. Segundo Santinelli et al. (1992), a distribuicéo
dos &cidos gordos ndo é aleatoria, mas segue um padrdo na qual os acidos gordos da
posicao dois, da molécula do glicerol, sdo insaturados, ou seja, o &cido linolénico, por
exemplo, é mais favorecido frente a acidos gordos como o oleico e linoleico, para
ocupar esta posi¢do do tri-alcool. A posicdo dois do glicerol € ocupada por &cidos
gordos saturados quando a sua concentracdo total € muito elevada, 0 que ndo acontece
no caso do azeite.

Segundo Boskou (1996), os triglicéridos mais abundantes sao:

000 Trioleina 40 — 59%
POO Palmitodioleina 12 — 20%
OOoL Linoleodioleina 12.5-20%
POL Palmitooleolinoleina 55-7%
SO0 Estearodioleina 3-7%

Segundo Tiscornia et al. (1982), os triglicéridos trisaturados (PPP, EEE, PEP,
EPE, etc.) e os triinsaturados contendo acido linolénico (PoPoLn), ndo ocorrem no
azeite. Observando-se que a Unica molécula simétrica ¢ a trioleina (OOO0).

2.1.1.2. Acidos Gordos

Como referido anteriormente, os 6leos sdo semelhantes em inimeros aspetos, mas
existem pequenas diferencas que tém um efeito significativo sobre as suas
caracteristicas. Assim sendo, o0 azeite € um Gleo vegetal que se diferencia de todos os
outros devido ao seu elevado teor em acidos gordos monoinsaturados. O contetido em
acidos gordos livres é reduzido e variavel, dependendo sobretudo da qualidade da
matéria-prima. Os &cidos gordos livres na presenca de glicerol, alcoois e terpenos,
formam respetivamente triglicéridos, ceras e ésteres de terpenos ou ésteres de esterois.
Os azeites nao contém, ou contém em pequenas quantidades, acidos gordos ramificados,
com numero impar de carbonos ou mesmo acidos gordos com menos de 16 e mais de 20
atomos carbonos (Harwood & Aparicio, 1999). Os &cidos gordos maioritarios presentes

no azeite encontram-se esquematizados na figura 2.
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Figura 2 - Principais acidos gordos presente no azeite.
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Assim, os acidos gordos maioritarios sdo o oleico (C18:1), palmitico (C16:0),

linoleico (C18:2), estearico (C18:0) e palmitoleico (C16:1). Os &cidos gordos linolénico
(C18:3), araquidico (C20:0), eicosendico (C20:1), margéarico (C17:0), beénico (C22:0),

lignoceérico (C24:0), e miristico (C14:0) existem em menor quantidade (Sanchez et al.,

2001). A composicdo em acidos gordos € um parametro importante em termos de

qualidade. Assim o Concelho Oleicola Internacional (COIl) e a Unido Europeia,

produziram documentos legais que imp&em limites (quadro 1), nomeadamente para 0s

acidos gordos na posicdo trans para cada categoria de azeite. Os azeites virgem extra,

ndo podem exceder para o caso do C18:1t e para a soma dos isomeros C18:2t e C18:3t 0
valor de 0,05% (Reg. (UE) n.° 61/2011; COl, 2006).

Quadro 1 — Limites na composic&o® em cidos gordos determinados por GC.

Miristico i C14:0 ' <0,05
Palmitico C16:0 7,5-20,0
Palmitoleico C16:1 0,3-35
Margérico C17:0 <0,3
Estearico C18:0 0,5-5,0
Oleico : ci8:1 55,0-83,0
Linoleico | C18:2 3,5-21,0
Linolénico C18:3 <10
Araquidico | C20:0 <0,6
Eicosenoico ! C20:1 <04
Beénico ; C22:0 <0,2
Lignocérico C24:0 <0,2

! (% m/m ésteres de metilo); Fonte: COI, 2006

A composicdo em acidos gordos difere de amostra para amostra, dependendo da

zona de producdo, da altitude, do clima, da variedade, e do estado da maturacdo dos

frutos. (Boskou et al., 2006).




2.1.1.3. Mono e Diglicéridos

O azeite para além da maioria dos trigliceridos contém também glicéridos
parciais. A presenca de monoglicéridos e diglicéridos devem-se a hidrolises enzimaticas
dos triglicéridos e a biossinteses incompletas dos mesmos (Firestone, 2005). De uma
forma geral, os diglicéridos sdo mais abundantes que os monoglicéridos. Num azeite
virgem extra, as concentracbes de diglicéridos variam entre 1,0 e 2,8%, enquanto 0s

monoglicéridos estdo presentes em menos de 0,25% (Boskou et al., 2006).

2.1.2. Fracdo Minoritaria

2.1.2.1. Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos do azeite podem ser de natureza terpénica, esterélica ou
policiclica aromatica (Sanchez et al., 2001).

O esqualeno e o B-caroteno séo os hidrocarbonetos terpénicos mais abundantes no
azeite. A presenca de esqualeno no azeite é considerada como parcialmente responsavel
pelos efeitos benéficos para a salide e a sua acdo quimiopreventiva contra certos tipos de
cancro (Boskou et al., 2006). Representa 40% do peso total da fracdo insaponificavel
(Séanchez et al., 2001) e 90% dos hidrocarbonetos (Boskou et al., 2006). O B-caroteno,
um dos responsaveis pela cor do azeite, € um terpeno de 40 atomos de carbono com
concentragdes de 0,5 a 4 mg/kg de azeite (Sanchez et al., 2001).

Os hidrocarbonetos de natureza esterolica existem em pequenas quantidades no
azeite (< 0,5 mg/kg), sendo que a sua presenca ¢ associada a processos de refinagdo. O
composto mais significativo é o estigmastadieno formado pelos processos de refinacdo a
partir do B-sitosterol (Sanchez et al., 2001).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo muito residuais (1 a 700 pg/kg)

(Tiscornia et al., 1982).

2.1.2.2. Tocoferdis e Tocotriendis

Os tocoferois, os mais importantes fendis lipofilicos, sdo compostos por um anel
6-cromanol e uma cadeia lateral isoprendide na posicao 2 (figura 3). Podem contribuir
para a estabilidade oxidativa dos azeites, pois tém um papel biolégico importante como
antioxidante, no entanto a sua agao na resisténcia a oxidagdo nédo é evidente. Como
mostra a figura 3 os tocotriendis apresentam trés insaturacdes na cadeia lateral, nas

posicdes 3, 7, e 11, distinguindo-se assim dos tocoferois. Assim, existem 8 compostos,
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designados por a-, -, y- € -, sendo que o a-tocoferol representa 90 a 95% do total de
vitamina E (Sanchez et al., 2001). Este valor esta dependente da cultivar, de fatores
agronémicos e também de fatores tecnoldgicos. Belitz et al. (2009) consideram que
devido a melhoria das condicdes de extracdo do azeite e a implementacao de programas
de Boas Préaticas de Fabrico tiveram um impacto positivo importante no teor de
tocoferdis dos azeites, sendo que atualmente os teores observados nos azeites sao
superiores aos verificados no passado. Referem que os valores médios de tocoferdis e

tocotrienois rondam os 100 mg/kg de azeite.

CH
*  a-Tocoferol / Tocotrienol : R, =R, =CH,

Tocoferol B-Tocoferol / Tocotrienol : R, = H; R, = CH,

Y- Tocoferal / Tocotrienol : R, = CH,; R, = H
8- Tocoferol / Tocotrienol :R, =R, =H

Tocotrienal

Figura 3 - Estrutura quimica de tocoferois e tocotriendis.

2.1.2.3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos, nomeadamente os hidrofilicos, estdo identificados como
sendo responsaveis pela maior parte das propriedades antioxidantes dos azeites virgens.
Estes compostos proporcionam ao azeite caracteristicas Unicas, uma vez que ndo se
encontram em qualquer outro 6leo vegetal (Boskou, 1996).

Os fenois detetados no azeite ascendem a pelo menos 30 compostos (Tuck &
Hayball, 2002). A composicdo fenodlica dos azeites é bastante complexa e a sua
concentracdo média depende de varios fatores, como por exemplo estado de maturacéo,
a cultivar, as condicBes de armazenamento, condicdes climaticas e do tipo de tecnologia
utilizada na sua producéo (Boskou, 2008).

Estes compostos encontram-se divididos em diferentes categorias, tais como 0s
acidos fendlicos, alcoois fendlicos, secoiriddides, flavonas e lignanas (Servili et al.,
2004). O grupo dos acidos fendlicos, presente em pequenas quantidades, foi o primeiro
a ser descrito no azeite, e divide-se em dois tipos — benzoico (acido benzdico, acido p-

hidroxibenzdico, acido protocatequico, acido galico, acido vanilico e acido siringico) e
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cindmico (&cido cindmico, &cido p-cumaérico, &cido o-cumarico, &cido cafeico, acido
fertlico e &cido sinapico). O grupo dos &lcoois fendlicos é composto maioritariamente
pelo hidroxitirosol e tirosol (Bianco et al., 1998).

Os secoiridoides, juntamente com as lignanas, sdo 0s mais abundantes no azeite
virgem extra, e apresentam-se na forma dialdeidica do &cido decarboximetil elendico
ligado ao hidroxitirosol ou tirosol, isomeros das agliconas da oleuropeina (principio
amargo da azeitona encontrado no azeite) e ligstrosideo (Servili et al., 2004).

A oleuropeina, altamente concentrada na azeitona verde, € hidrolisada durante a
maturacdo e durante o armazenamento apos a colheita, produzindo varias moléculas
mais simples, que caracterizam o sabor rico e complexo do azeite. Azeites ricos em
compostos fendlicos sdo de uma maneira geral amargos e picantes. Na verdade,
interacdes complexas entre os constituintes da fracdo minoritaria resultam em azeites
com adstringéncia e amargura, por vezes excessivas e desagradaveis como no caso dos
azeites resultantes de azeitonas demasiado verdes. Geralmente os azeites produzidos a
partir de azeitonas em estados de maturacdo menos avancados obtém melhores
classificacbes devido ao seu aroma “frutado”, “floral” e complexo, oriundo do seu alto
teor de fendis. Em sintese, os elevados niveis de fendis conferem aos azeites uma
elevada estabilidade e um sabor frutado forte (Visioli et al., 2006).

Relativamente as lignanas, foram identificadas especificamente dois compostos,
nomeadamente pinoresinol e acetoxipinoresinol (Brenes et al., 1999). Por ultimo,
podem ser encontradas diferentes tipos de flavonas, tais como apigenina ou luteolina
(Servili et al., 2004).

2.1.2.4. Fosfolipidos

Fosfolipido é o termo genérico que se refere a qualquer lipido que contenha um
grupo fosfato. Estdo identificados como tendo atividade antioxidante. O &cido oleico é o
acido gordo predominante na estrutura dos fosfolipidos, e o seu padréo de &cidos gordos
é similar a dos triglicéridos (Sanchez et al., 2001).

A fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilserina estéo
identificadas como sendo os principais fosfolipidos encontrados no azeite (Alter &
Gutfinger, 1982). Mais recentemente, o acido fosfatidico e o fosfatidilglicerol, foram
identificados e quantificados por cromatografia liquida — espectroscopia de massa (GC-
MS) (Boukhchina et al., 2004).
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2.1.2.5. Ceras

Os ésteres de alcoois alifaticos de cadeia longa, vulgarmente chamados de ceras,
contém até 58 atomos de carbono, afetando as suas propriedades fisicas, como o seu
peso molecular elevado, ponto de fusdo superior a 70°C, entre outros (Ramirez-Tortosa
et al., 2006). As principais ceras detetadas em azeite tém numeros de carbono par, ou
seja, sdo os ésteres de &cido oleico ou palmitico de Czs a Cye atomos de carbono (Reiter
& Lorbeer, 2001).

As ceras estdo presentes na pele das azeitonas evitando a perda de agua. Elas séo
abundantes no 6leo de bagago de azeitona e em azeite lampante. A elevada acidez dos
azeites faz aumentar a quantidade de ceras, uma vez que ocorre esterificacdo de alcoois
alifaticos com acidos gordos livres (Ramirez-Tortosa et al., 2006). Desta forma, este
parametro pode ser usado como um critério para diferenciacdo das varias classificacfes
de azeite. A quantidade maxima permitida em azeites virgem extra é de 250 mg/kg
(Regulamento (CE) n° 1989/2003 da Comisséo de 6 de Novembro de 2003). O seu teor
é afetado pela cultivar, ano de colheita, qualidade da matéria-prima e condicGes de

processamento (Boskou et al., 2006).

2.1.2.6. Clorofilas e Carotendides

Varios componentes sdo responsaveis pela cor dos azeites. As clorofilas a e b
(figura 4), e os seus produtos de oxidacdo, feofitinas a e b, sdo responsaveis pela cor
esverdeada. Os carotendides (luteina, [-caroteno, violaxantina e neoxantina,
representados na figura 5), quimicamente chamados de terpenos sdo derivados do acido
mevaldnico, e responsaveis pela cor amarelada dos azeites. A quantidade destes
compostos é influenciada pela cultivar, indice de maturacdo, zona de producéo, sistema
de extracdo, e condicBes de armazenamento. Assim, ha autores que consideram 0s
pigmentos como um indice de qualidade, embora ndo exista nenhum método
padronizado para a sua medicdo (Boskou et al., 2006; Ramirez-Tortosa et al., 2006;
Sanchez et al., 2001).
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Clorofilag : R = CH,

Clorofilab : R = CHO

Figura 4 — Estrutura quimica da clorofila (a e b).
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R-Caretene Neoxantina

Figura 5 — Estrutura quimica de alguns carotendides presentes em azeites.

2.1.2.7. Alcoois Alifaticos e Triterpénicos

Estes tipos de alcoois encontram-se na forma livre e esterificada. Os mais
importantes sdo os alcoois gordos e os alcoois diterpénicos (Reiter & Lorbeer, 2001).

Os alcoois gordos sdo compostos lineares saturados com mais de 16 4tomos de
carbono. Os principais alcodis gordos presentes no azeite sdo o dicosanol (Cy),
tetracosanol (C.4), hexacosanol (Czs) e octacosanol (Cag). Alcoois com niimero impar de
carbonos estdo presentes em quantidades vestigiais. Estes compostos ndo excedem,
geralmente, os 350 mg/kg de azeite. O teor de alcoois gordos é afetado pela cultivar,
condi¢des ambientais, indice de maturacao e processamento (Sanchez et al., 2001).

Alcoois como o fitol e o geranilgeraniol séo diterpendides aciclicos presentes na
fracdo de &lcoois alifaticos do azeite sob a forma livre e esterificada (Reiter & Lorbeer,
2001).
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Dois dos principais alcoois triterpénicos identificados sdo os diélcoois
triterpénicos eritrodiol e uvaol. Os alcoois triterpénicos variam de 500 a 3000 mg/kg
(Ramirez-Tortosa et al., 2006).

Os teores de eritrodiol e uvaol sdo usados como parametros de qualidade. Um teor
muito elevado destes dialcoois triterpénicos € um indicativo de azeites obtidos por
solventes (Angerosa et al., 2006). Segundo o Regulamento (CE) n° 1989/2003 da
Comissdo de 6 de Novembro de 2003, o limite maximo de eritrodiol e uvaol é de 4,5%

para todas as categorias comerciais de azeite.

2.1.2.9. Esterois

Os compostos esterdlicos sdo alcoois tetraciclicos biossintetizados a partir do
esqualeno. Os esterois estdo presentes no azeite como alcoois livres e como ésteres de
acidos gordos (Firestone, 2005). O principal esterol presente no azeite ¢ o B-sitosterol
(figura 6), em menores quantidades temos o estigmasterol, colesterol, 24-metileno-
colesterol, A7-campester01, A5‘23-estigmastadi6nol, clerosterol, sitostanol, A>?-

estigmastadienol, A’-estigmastenol e A’-avenasterol (Sanchez et al., 2001).

HO

Figura 6 — Estrutura quimica do p-sitosterol.

A quantidade de ester6is pode ser usada para identificar a origem e também a
pureza de um azeite. A diminuicdo dos esterdis durante o armazenamento tem sido
associada ao aumento do valor de perdxidos (Ramirez-Tortosa et al., 2006). O
Regulamento (CE) n° 1989/2003 da Comisséo de 6 de Novembro de 2003 estabelece os

limites para a composicao esterdlica dos azeites:
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Quadro 2 — Limites a composicao esterolica em azeites.

Composicao esterolica | Concentracao
Colesterol | <0,5%
Brassicasterol | <0,1%
Campesterol i < 4,0%
Estigmasterol* | <4,0%
B-sitosterol @ : >93,0%
A-T-estigmasterol | <0,5%

Esterois totais > 1000mg/kg

(a) Soma de A-5,23-estigmastadienol + clerosterol + B-sitosterol + sitostanol + A-5-avenasterol + A-5,24-estigmastadienol.

* N&o se aplica ao azeite lampante.

2.1.2.10. Compostos Volateis e Aromaticos

Os compostos volateis sdo retidos pelos azeites durante o seu processo de extracdo
mecanica. Os compostos volateis, estimulando os recetores olfativos, sdo responsaveis
pelo aroma do azeite (Angerosa et al., 2004). O azeite apresenta um aroma particular
devido a grande quantidade de compostos aromaticos de diversa natureza. Estes
compostos sdo produzidos por acdo de enzimas lipoxigenase ou alcool desidrogenase,
que atuam durante o esmagamento dos frutos e se incorporam na fase liquida da pasta
das azeitonas no processo de termobatedura, formando aldeidos e &lcoois. A sua
quantidade varia com a regido geografica, cultivar, indice de maturacdo, condicdes
ambientais, e processo de extracdo, em particular as fases da moenda, termobatedura e
tipo de centrifugacéo utilizado (Sanchez et al., 2001).

Os azeites contém aproximadamente 280 compostos volateis (Boskou et al.,
2006). Estao identificados como sendo hidrocarbonetos (mais de 80 compostos), alcoois
(45), aldeidos (44), cetonas (26), acidos (13), ésteres (55), éteres (5), derivados de
furano (5), derivados de tiofeno (5), piranonas (1), tiois (1) e um composto de pirazina.
Apesar do grande niumero de compostos, de acordo com Boskou et al. (2006) apenas 67
sdo verdadeiramente responsaveis pelo aroma dos azeites, uma vez que muitos deles
ndo estdo em quantidade suficiente para serem detetados. Destes, 20 sdo responsaveis
por defeitos no sabor do azeite (Boskou et al., 2006). Alguns dos compostos aromaticos

conhecidos em azeite séo referidos no quadro 3.
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Quadro 3 — Alguns compostos aromaticos encontrados em azeite.

Aldeidos Cetonas Esteres
Etanal Pentano-3-ona Acetato de metilo
Propanal 1-Penteno-3-ona Acetato de butilo
2-Metil-propanal 1-Octeno-3-ona Acetato de etilo
Hexanal Propanoato de etilo
Heptanal Alcoois Butirato de etilo
Octanal Etanol Isobutirato de etilo
Nonanal Pentano-1-ol 2-metilbutirato de etilo
Decanal Hexano-1-ol 3-metilbutirato de etilo

2-Metilbutanal
3-Metilbutanal
2-Metil-2-butenal
trans-2-Pentenal
cis-2-Pentenal
trans-2-Hexenal
cis-2-Hexenal
trans-3-Hexenal
cis-3-Hexenal
2-Octenal
cis-2-Nonenal
trans-2-Nonenal
2-Decenal
2,4-Hexadienal
2,4-Heptadienal
2,4-Nonadienal
2,6-Nonadienal
2,4-Decadienal
Benzaldeido
Fenilacetaldeido

2-Metil-propano-1-ol
2-Metilbutano-1-ol
cis-2-Penteno-1-ol
trans-3-Hexeno-1-ol
cis-3-Hexeno
trans-2-Hexeno-1-ol
cis-2-Hexeno-1-ol
1-Penteno-3-ol

Acidos

Acetato cis-3-Hexenilo
Acetato de hexilo
Acetato de isoamilo
2-metilbutirato de metilo
Decanoato de metilo
Nonanoato de metilo

Outros

Acido etandico

Acido propanoico
Acido butanoico

Acido pentanoico
Acido hexanoico
Acido 3-metilbutandico
Acido 3-Metilbutirico

Metilbenzeno
Etilbenzeno
Etilfurano
Dimetil sulfureto
Dipropil disulfeto
Ciclopropano

Fonte: Ramirez-Tortosa et al., 2006

2.2. AZEITES AROMATIZADOS

O azeite tem sido, ao longo dos séculos, amplamente utilizado na cozinha

mediterranica, sendo apreciado pelas suas caracteristicas organoléticas e nutricionais,

reconhecidamente comprovadas (Moldao-Martins et al., 2004). Os azeites aromatizados

podem ser considerados uma simples moda, mas sdo uma pratica antiga nascida no

mediterraneo com a finalidade de evitar, ou mesmo disfarcar, problemas de reagdes de

degradacdo oxidativa. A aromatizacdo do azeite com plantas, especiarias ou ervas

aromaticas pretende melhorar o valor nutricional, modificar as caracteristicas sensoriais
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e, por vezes, aumentar o tempo de prateleira (Antoun & Tsimidou, 1997). Os azeites
resultantes adquirem desta forma o sabor correspondente do aromatizante, e sdo usados
para confecdo de pratos de culinaria e saladas (Gambacorta et al., 2007).

Os consumidores do Norte da Europa, EUA e Canada tém introduzido lentamente
0S azeites na sua dieta, com o intuito de prevenir doencas cardiovasculares. Estes
consumidores ndo estando familiarizados com as caracteristicas organoléticas dos
azeites, estdo dispostos a consumir azeites aromatizados como forma de melhorar o
flavor do mesmo (Antoun & Tsimidou, 1997). Pelas razfes anteriores, por ser versatil, e
existirem uma vasta gama de sabores, o azeite aromatizado tornou-se num molho

popular utilizado por consumidores tradicionais e ndo tradicionais de todo o0 mundo.

2.2.1. Definicao de Azeites Aromatizados

De acordo com o Regulamento (CE) n° 1989/2003 da Comissdo de 6 de
Novembro de 2003 que altera o Regulamento (CEE) n° 2568/91 relativo as
caracteristicas dos azeites e dos 6leos de bagaco de azeitona, bem como aos métodos de
analise relacionados, um Azeite Virgem Extra é um 6leo que obedece a uma série de
pardmetros quimicos (acidez < 0,8%, indice de perdxido < 20mEq. O./kg, Kaz < 2,50,
K270 £0,22), € livre de defeitos e com mediana de frutado superior a zero, possuindo um
aroma e sabor irrepreensivel. Excluem-se desta categoria, os 6leos obtidos a partir das
sementes por métodos quimicos, com 0 uso de solvente de extracdo ou métodos de
reesterificacdo, e aqueles misturados com outros ingredientes ou 6leos provenientes de
outras fontes (Baiano et al., 2010). Assim, por defini¢do, os azeites aromatizados néo
séo considerados Virgem Extra.

Segundo o Conselho Oleicola Internacional (COIl), o azeite aromatizado é
encarado como sendo um tempero, desta forma os azeites aromatizados podem ser
chamados de, por exemplo, “Tempero a base de azeite virgem extra aromatizado com
especiarias ou ervas”. No entanto na pratica, apesar de ndo poderem ser chamados desta

forma, o que dizem os rétulos € “Azeite... aromatizado com...”. (Baiano et al., 2010).

2.2.2. Ervas e Especiarias Utilizadas em Azeites Aromatizados

As especiarias sdo usadas para preservacado, dar sabor, cor e aroma a alimentos ou
bebidas. As especiarias provém de varias partes da planta: casca, botdes, flores, frutos,

folhas, rizomas, raizes, sementes, estigmas e estilete ou parte aerea das plantas inteiras.
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O termo ‘erva' é utilizado como um subconjunto de especiarias e refere-se a plantas com
folhas aromaticas.
No mercado é possivel encontrar uma gama muito ampla de azeites aromatizados.

Segundo Baiano et al., 2010, os azeites podem ser aromatizados com:

A vegetais (alho, cebola, pimenta-malagueta, pimentdo, tomate seco);

A ervas (alecrim, orégdos, manjericdo, sélvia, tomilho, funcho, zimbro,
estragdo);
especiarias (cravo da india, noz-moscada, gengibre, pimenta-preta, louro);
cogumelos (trufas);

frutos (limdo, laranja, tangerina, maca, banana);

- > > >

frutos secos (améndoa, aveld, pinh&o);
A aromas (por exemplo, baunilha).

Existem ainda no mercado azeites com outros agentes aromatizantes a titulo de
exemplo referem-se o0s azeites aromatizados com algas, ou os azeites enriquecidos com
particulas de ouro.

Neste trabalho foram utilizados como aromatizantes, o alho, folhas de louro,
pimenta-malagueta, orégdos e pimenta preta. De seguida far-se-a uma breve referéncia a

cada um dos aromatizantes utilizados.

2.2.2.1. Alho

O alho (Allium sativum L.) pertencente a familia das Liliaceae, € amplamente
consumido como vegetal e especiaria, mas também como um medicamento popular para
a cura de varias doencas. Os sabores fortes e invulgares das espécies do género Allium e
as suas propriedades medicinais tém atraido a atencdo de quimicos e fisiologistas de
plantas. A maioria dos seus efeitos profilaticos e terapéuticos sdo atribuidos a algumas
moléculas biologicamente ativas com propriedades antibacterianas e antibioticas, mas
também a compostos antioxidantes e volateis comuns no alho (Antoun & Tsimidou,
1997; Haciseferogullari et al., 2005).

2.2.2.2. Louro

O louro (Laurus nobilis L.) pertencente a familia das Lauraceae, € uma das
especiarias mais amplamente utilizados na culindria em todos os paises ocidentais. A
atividade biologica e fitoquimica do L. nobilis tem sido amplamente estudada e é

utilizado como medicamento para o tratamento e prevencdo de varias doencas. As
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folhas de louro sdo tradicionalmente utilizados por via oral para tratar os problemas
gastrointestinais, pois possuem estimulantes aromaticos e narcéticos (Fang et al., 2005;
Barla et al., 2007).

2.2.2.3. Malagueta

A malagueta ou também chamada pimenta-malagueta pertence a familia
Solanaceae, juntamente com outras culturas, como tomate, beringela e batata. O género
pimenta divide-se em 25 espécies diferentes, entre elas a pimenta-malagueta (Capsicum
frutescens L.). Esta divisdo deve-se a caracteristicas florais, tais como a forma do célice
e 0 numero e orientacdo das flores por no. Os frutos da C. frutescens séo fonte de
metabdlitos com propriedades medicinal, por exemplo, os carotendides (provitamina
A), acido ascérbico (vitamina C), flavonoides, tocoferdis e tocotrienois. Os efeitos

bioldgicos devem-se a estes compostos que sdo antioxidantes (Wahyuni et al., 2011).

2.2.2.4. Orégéos

O Origanum vulgare L. (orégdos) pertencente a familia das Lamiaceae, é
amplamente utilizada como erva aromatizante na cozinha mediterranica. Devido as suas
propriedades quimicas e biologicas tem sido utilizado na medicina tradicional. Varios
estudos mostraram que os orégdos tém inimeras propriedades, tais como antibacteriana,
antifungica, antimutagénica e antioxidante. Na industria alimentar, estas ervas tém sido
utilizadas para prolongar o tempo de prateleira de determinados géneros alimenticios
(Figiel et al., 2010; Gulluce et al., 2012).

2.2.2.5. Pimenta Preta

Da familia das Piperaceae provém os grios da pimenta preta (Piper nigrum L.). E
um tempero natural, amplamente cultivada e utilizado em todo o mundo, que possui
interessantes propriedades farmacoldgicas e toxicologicas com aplicagdo clinica. O seu
principal componente é a piperina que contribui para a sua pungéncia. Este alcaloide
tem propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, por outro lado pode potenciar 0s
efeitos mutagenicos e carcinogénicos, como por exemplo quando reage com 0s nitritos

presentes nos alimentos (Reddy et al., 2004; Polovka et al., 2006).
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2.2.3. Propriedades dos Aromatizantes

A adicdo de especiarias ao azeite tem sido utilizada ao longo dos seculos, e 0s
azeites aromatizados sdo usados para realcar diferentes tipos de pratos culinarios. A
adicdo de especiarias ao azeite para além de melhorar as suas propriedades sensoriais e
nutricionais tem impacto sobre o prolongamento do tempo de prateleira do azeite
(Baiano et al., 2010). O azeite virgem extra é provido de substancias com efeitos sadios:
acidos gordos insaturados (acido oleico), antioxidantes naturais como clorofilas,
carotendides, a-tocoferol e compostos fendlicos. Aos compostos extraidos de plantas
aromaticas geralmente séo atribuidas interessantes propriedades antioxidantes (quadro
4). Como consequéncia, a adi¢cdo de especiarias ao azeite melhora as suas propriedades
nutricionais e efeitos benéficos ao nivel da salde, particularmente em termos de
prevencdo de oxidacdo. O oxigénio reativo e 0 azoto sdo continuamente produzido no
corpo humano. Estes sdo controlados por enzimas enddgenas (superdxido dismutase,
glutationa peroxidase, catalase) e no caso de uma falha nos mecanismos de defesa ou a
exposicdo a substancias oxidantes externas, podem ocorrer danos ao nivel das
biomoléculas (DNA, lipidos, proteinas). Estes danos estdo associados a um maior risco
de cancro, doencas cardiovasculares, entre outras doencgas cronicas. Assim, a ingestao
de alimentos ricos em antioxidantes podem prevenir o risco associado a estas doencas
(Stanner et al., 2007). De todos os antioxidantes, os polifenois ostentam uma vasta gama
de efeitos bioldgicos (antibacteriano, anti-inflamatério, antialérgico, hepatoprotetor,
antitrombdtico, acdo antiviral, anticancerigeno e vasodilatador) atribuidos
genericamente a atividade antioxidante (Middleton et al.,, 2000). Para além das
propriedades nutricionais benéficas a salde, a aromatizacdo do azeite tem impacto sobre
o tempo de prateleira do produto. Desta forma, os antioxidantes tém sido amplamente
utilizados em oOleos e gorduras, a fim de impedir a sua oxidacdo e a consequente
producdo de sabores indesejaveis, uma vez que a oxidacdo lipidica pode diminuir o
valor nutricional dos alimentos e tem efeitos indesejaveis sobre 0 nosso organismo. O
problema é peculiarmente valorizado na inddstria com vista a aumentar a estabilidade
oxidativa de 6leos e gorduras. Desta forma, existe um interesse crescente nas especiarias
como fonte de antioxidantes naturais.

No quadro 4 descrevem-se alguns dos compostos antioxidantes e volateis

encontrados nas ervas e especiarias utilizados para aromatizar os azeites testados.
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Quadro 4 — Lista de compostos antioxidantes e volateis aromaticos isolados em amostras

de ervas e especiarias.

Alho
(Allium sativum L.)

C. antioxidantes

C. aromaticos volateis

Alanina, alicina, aliina, alixina, alil-
mercaptano, a-tocoferol, apigenina,
ac. ascorbico, [-caroteno, -
sitosterol, ac. cafeico, campesterol,
ac. clorogénico, clorofila, colesterol,

citral, cisteina, ac. ferllico,
glutationa, histidina, ionol,
kaempferol, lignina, manganés,

metionina, miricetina, ac. miristico,
ac. p-cumarico, ac. palmitico, &c.
pentadecandico, ac. fitico,
quercetina, riboflavina, rutina, &c.
salicilico, selénio , &c. sinapico,
estigmasterol, sacarose, taurina,
triptofano, &c. vanilico.

a-felandreno, citral, sulfureto de
dimetilo, geraniol, hexadecanol,
linalol, &c. oleico, ac. palmitico,
treonina, valina

Louro
(Laurus nobilis L.)

(+)-catequina, (+)-galocatequina, (-
)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,
4-terpineol, B-sitosterol, boldina, ac.
cafeico, campesterol, canfeno,
carvacrol, citral, cianidina, eugenol,
y-terpineno, isoquercitrina,
kaempferol, &c. laurico, manganés,
manitol, metil-eugenol, mirceno, &c.

p-cumarico, ac. palmitico,
proantocianidinas, guercetina,
quercitrina, rutina, terpinen-4-ol,

terpinoleno, timol

1,8-cineol, 4-terpineol, o-
felandreno, a-pineno, o -terpineno,
a -terpineol, benzaldeido, B-pineno,
borneol, canfeno, carvacrol,
carvona, cariofileno, ac. cinamico,
cis-3-hexenol, citral, A3-careno,
estragol, eugenol, ac. foérmico, v-
terpinene, geraniol, geranil acetato,
hexanal, hexanol, limoneno, linalol,
cinamato de metilo, metil-eugenol,
mirceno, nerol, &c. oleico, p-
cimeno, &c. palmitico, piperidina,
aci. propionico, terpinoleno, timol,
trans-2-hexenal

Malagueta
(Capsicum
frutescens L.)

Alanina, ac. ascorbico, B-caroteno,
B-sitosterol, ac. cafeico,
campesterol, capsaicina, capsantina,
ac. clorogénico, 4ac. ferulico,
hesperidina, histidina, kaempferol,
ac. laurico, luteina, manganés,
metionina, mirceno, ac. miristico,
ac. p-cumarico, ac. palmitico, &c.

pentadecandico, quercetina,
riboflavina, rutina, escopoletina,
estigmasterol, terpinen-4-ol,

tocoferol, triptofano

a-felandreno, a-
terpineol, benzaldeido, B-pineno,
capsaicina, carvona, cariofileno, ac.
cinamico, &c. citrico, A*-careno, &c.

1,8-cineol,

hexanoico, ac. isovalérico,
limoneno, metil-fenilacetato,
mirceno, 4c. nonandico, &c.
octandico, &c. oleico, p-metil-
acetofenona, ac. palmitico,

pulegona, ac. esteérico, treonina,
ac. valérico, valina
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Orégdos
(Origanum vulgare
L.)

Canfeno, carvacrol, y-terpineno,
linalil acetato, mirceno, terpinen-4-
ol, terpinoleno, timol

1,8-cineol, a-pineno, o-terpineno,
a-terpineol,  B-pineno, canfeno,
carvacrol, A°-careno, vy-terpinene,
limoneno, linalil acetato, metil-2-
metil-butirato, mirceno, p-cimeno,
terpinoleno, timol

Pimenta preta
(Piper nigrum L.)

a-tocoferol, ac. ascorbico, -
caroteno, [-sitosterol, &c. cafeico,

campesterol, canfeno, carvacrol,
citral, eugenol, y-terpinene,
hiperosideo, isoquercitrina,
kaempferol, &c. laurico, linalil

acetato, manganés, metil-eugenol,
mirceno, ac. miristico, miristicina,
ac. p-cumaérico, ac. palmitico,
piperina, quercetina, quercitrina,
riboflavina, rutina, estigmasterol,
terpinen-4-ol, terpinoleno,
ubiquinona

1,8-cineol, o-felandreno, a-pineno,

a-terpineno, a-terpineol, ac.
benzdico,  PB-pineno,  borneol,
canfeno, carvacrol, carvona,

cariofileno, alcool cariofileno, &c.
cinamico, citral, citronelal,
citronelol, acetato de citronelilo, d-
limoneno, A®-careno, eugenol, v-
terpineno, geranil acetato, 4&c.
hexanoico, isopulegol, limoneno,
linalol, linalil acetato, cinamato de
metilo, metil-eugenol, mirceno,
miristicina, nerolidol, &c. oleico, p-
cimeno, p-metil-acetofenona, A4c.
palmitico, ac. fenilacético,
piperidina, piperina, ac. estearico,
terpinoleno

Fonte: USDA (2007) — (http://www.ars-grin.gov/duke/)
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CAPITULO Il

MATERIAL E METODOS
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3.1. AMOSTRAGEM

No presente trabalho foi utilizado um lote de azeite virgem extra produzido pela
Cooperativa de Olivicultores de Vila Flor e Ansides. Os aromatizantes (alho, louro,
malagueta, orégdos e pimenta) foram comprados num mercado local. Cada um dos
agentes aromatizantes foi introduzido individualmente numa garrafa de cor ambar com
capacidade de 500 mL, sendo posteriormente as garrafas enchidas com o azeite e
rolhadas. Em seguida, as garrafas foram armazenadas a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz solar durante um periodo de trés meses antes de se proceder a qualquer
avaliacdo. Para cada um dos agentes aromatizantes, e para o controlo (sem qualquer
agente) foram preparadas 6 garrafas, considerando-se cada garrafa como uma repeticao,
totalizando 36 garrafas de azeite.

Antes das andlises, o0 azeite foi filtrado com papel de filtro na presenca de sulfato
de sodio anidro, por forma a remover possiveis impurezas e humidade que pudessem
estar presente. Apés filtracdo as amostras foram acondicionadas a temperatura de
refrigeracdo em garrafas de cor ambar de modo a evitar a ocorréncia de fendbmenos
oxidativos, decorrendo as analises no menor periodo de tempo possivel. Cada uma das
determinacbes foi efetuada em duplicado ou em triplicado de acordo com o

procedimento analitico em questao.

3.2. PARAMETROS DE QUALIDADE

3.2.1. Acidez

A determinacdo da acidez foi executada de acordo com o anexo Il do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissao Europeia de 11 de Julho de 1991, com a
seguinte metodologia: a toma de amostra para cada ensaio foi de, aproximadamente, 5,0
g, independentemente da acidez presumida; num matraz, a solugdo (1:1) etanol/éter
etilico e as tomas de azeite foram tituladas com uma solucédo de hidroxido de sodio 0,1
M, utilizando como indicador uma solucdo de fenolftaleina, até aparecimento de cor
rosada ténue e persistente. Todas as amostras foram analisadas em duplicado. A acidez,
em percentagem de &cido oleico livre na amostra, foi determinada utilizando a seguinte

equacéo:
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V XC xM
10 Xm

Acidez (%) =
onde:
V - volume de hidroxido de sodio gasto na titulagdo (mL);
C - concentracdo exata da solugédo de hidréxido de sédio em moles por litro;
M - massa molar do acido oleico em g/mol;

m - massa da amostra em grama.

3.2.2. Indice de Peréxido

A determinacdo do indice de perdxido esta de acordo com o anexo Il do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comisséo Europeia de 11 de Julho de 1991, com a
seguinte metodologia: cada toma de amostra, de aproximadamente 1,2 g, foi dissolvida
em &cido acético glacial (15 mL) e cloroférmio (10 mL), com uma solucdo de iodeto de
potassio (1 mL). Apos dissolucao dos reagentes, tapa-se 0 matraz, e armazena-se (5 min.) a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Por Gltimo, acrescenta-se 75 mL de agua destilada,
uma solucdo de amido (1g/100mL) como indicador e titula-se o iodo libertado com uma
solugdo padréo de tiossulfato de sodio 0,01 N. Cada amostra foi analisada em duplicado e
foi realizado um ensaio em branco. Os valores de indice de perdxido foram calculados

segundo a formula:

V XN x1000
m

indice de Peréxido (mEq.0,/kg) =

onde:

V - volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacéo, tendo em conta o ensaio do
branco;

N - normalidade exata da solucéo de tiossulfato de sddio;

m - massa da amostra em grama.

3.2.3. Espectrofotometria no Ultravioleta

A andlise da absorvéncia no ultravioleta foi efetuada segundo o anexo 1X do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comisséo Europeia de 11 de Julho de 1991, com a
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seguinte metodologia: em aproximadamente 0,6 g de toma de amostra foram dissolvidas
em 10 mL de iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), determinando-se em seguida, em
“cuvettes” de quartzo de percurso otico de Icm, o coeficiente de extingao da solugdo
nos comprimentos de onda prescritos (232 a 276nm) em relagdo ao iso-octano no seu
estado puro. As leituras de absorvancia foram efetuadas num espectrofotometro
UV/Visivel modelo Genesys 10. Os coeficientes de extingdo a 232 nm, 270 nm e AK

foram calculados da seguinte forma:

Azzy
Koz = c X1
Az70
K =
270 x|
Azee + Az74
AK = Kj79 — 5

onde:
A232, A265, A270 e A274 sdo absorvéncias;
C - concentragdo do azeite em g/ 100 mL;

| - percurso ético (1 cm).

3.3. AcIpos GORDOS

A composicdo em acidos gordos foi determinada de acordo com o anexo XA do
Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991. Cada
amostra foi analisada em triplicado. Os &cidos gordos, assim como 0S Seus esteres
metilicos, foram avaliados recorrendo a transesterificacdo direta a frio, com hidréxido
de potassio metanolico e extracdo com n-heptano.

O perfil em &cidos gordos foi determinado com um cromatografo gasoso (GLC)
Chrompack, modelo CP-9001, com injetor em sistema split/splitless, com uma relacdo
de split de 1:50, injetor com detetor de ionizagcdo por chama (FID) e amostrador
automatico modelo Chrompack CP-9050. A separagdo 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 dimensfes 50 m x 0,25
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mm X 0,19 pum. Foi utilizado hélio como gis de arrasto. A pressdo interna era de
140kPa. 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 sdo expressos em percentagem relativa de cada &cido gordo,
calculado pela normalizacédo interna da &rea do pico cromatografico e eluido entre os
ésteres miristico, linocérico e metilico. Uma amostra controlo (Olive oil 47118,
Supelco) e uma mistura padrdo de ester metilico de acido gordo (Supelco 37 FAME

Mix) foram utilizados para identificaco e calibragdo (Sigma-Aldrich®, Espanha).

3.4. TOCOFEROIS E TOCOTRIENOIS

A concentracdo de vitamina E foi obtida por determinacéo do teor de tocoferois e
tocotrienois por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC), segundo a norma ISO
9936:2006.

Os padrdes de tocoferdis e tocotriendis foram comprados a Calbiochem® (La
Jolla, San Diego, CA, EUA) e Sigma-Aldrich® (Espanha), ao passo que o padrdo
interno 2-metil-2-(4,8,12-trimetiltridecil)-2H-cromen-6-ol (tocol) era da Matreya Inc.
(Pleasant Gap, PA, EUA).

Uma quantidade de 50 mg de azeite foi filtrado e misturado com uma quantidade
apropriada de solucdo de padrdo interno (tocol) num volume de 1,5 mL de n-hexano e
homogeneizado por agitacdo. A preparacdo das amostras foi realizada no escuro com
tubos revestidos de folha de aluminio. A mistura foi centrifugada durante 5 min. a
13000 g (forca G) e o sobrenadante analisado por HPLC.

O cromatografo consistia num sistema integrado Jasco (Japdo), equipado com
uma unidade de dados Jasco LC-Netll/ADC, uma bomba inteligente PU-1580, uma
unidade de gradiente quaternaria LG-1580-04, um desgaseificador DG-1580-54 Four
line, e um detetor de fluorescéncia FP-920 (hexc = 290 nm ¢ Aem = 330 Nm). A separacao
cromatografica foi conseguida através de uma coluna Supelcosil” LC-SI (3um) 75 x
3,0 mm (Supelco, Bellefonte, PA, EUA), operando a temperatura ambiente (23°C).
Uma mistura de n-hexano e 1,4-dioxano (97,5:2,5) foi utilizada como eluente num
caudal de 0,7 mL/min. Os dados foram analisados com o controle ChromNAV Center,
JASCO Chromatography Data Station (Japao).
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Os compostos foram identificados por comparacdo cromatogréfica com padrdes
auténticos, por coeluigdo e pelo espectro de UV. A quantificacéo foi baseada no método

do padréo interno utilizando a resposta do sinal de fluorescéncia.

3.5. TEOR EM FENOIS TOTAIS

A composicdo em fendis totais foi determinada pelo método utilizado por
Capannesi et al. (2000), com algumas modificacGes. 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.
Ap0s preparacdo das solucdes, adicionamos para tubos de 10 mL, 1 mL dessa solucdo, 1
mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 1 mL de uma solucdo de carbonato de sddio
(7,5%), perfazendo-se o tubo com agua desionizada. A mistura foi refrigerada durante a
noite (=12 h), apds a qual foi centrifugada e efetuadas as leituras a 725 nm.

Para a extracdo dos fendis totais pesaram-se para cada amostra 2,5 g de azeite, que
foram dissolvidos em 2,5 mL de n-hexano e extraidos trés vezes por centrifugacGes de 5
minutos a 5000 rpm com 2,5 mL de uma mistura de 80% de metanol e 20% de agua
(v/v). A cada mL de extrato adicionaram-se 1 mL de Folin-Ciocalteau, 1 mL de Na,COs
(7,5%) e perfez-se com &gua desionizada até ao volume de 10 mL. A mistura foi
refrigerada durante a noite (=12h), apo6s a qual foi centrifugada e efetuadas as leituras

num espectrofotdmetro UV/Visivel modelo Genesys' " a 725 nm.

3.6. ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES

3.6.1. Atividade Sequestradora do Radical DPPH (DPPH")

A avaliacdo da atividade sequestradora realizada pelo radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo) foi monitorizada de acordo com a metodologia descrita por Hatano et
al. (1988). O DPPH’, na nomenclatura IUPAC chamado de di(phenyl)-(2,4,6-
trinitrophenyl)iminoazanium, é um radical livre estavel que aceita um eletrdo ou um
radical de hidrogénio para se tornar uma molécula diamagnética estavel e, desta forma,
reduzido na presenca de um antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante varias concentragdes de amostras de

extratos (0,3 mL) foram misturados com 2,7 mL de solugdo metanodlica contendo
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radicais DPPH (6 x 10®° mol/L). A mistura foi agitada vigorosamente e deixou-se
repousar no escuro até obtencdo de valores de absorcdo estaveis. A redugdo do radical

DPPH foi medida por monitorizagédo continua da diminuicdo da absorcdo a 517 nm.

3.6.2. Atividade Sequestradora do Radical ABTS (ABTS™)

A formacdo 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 solucdes 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 (ABTS™") em comparagio com
um padrdo de referéncia antioxidante (Trolox). A reacdo quimica do ABTS™ com
persulfato de potéssio (K2S,0s), permite a formacao 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 solucédo
de trabalho foi preparada com etanol até a obtencdo de uma absorvancia a A = 734 nm
de 0,70 £ 0,02. A reacdo realizou-se diretamente na cuvete de quartzo, com a adicdo de
2 mL de ABTS™" (Branco) e de 100 uL de amostra ou padrdo. Os valores de absorvancia
sdo inversamente proporcionais a quantidade de antioxidantes presentes nas nossas
amostras. As leituras foram efetuadas num espectrofotometro UV/Visivel modelo

Genesys .

3.7. ESTABILIDADE OXIDATIVA

A estabilidade a oxidacdo foi avaliada pelo método de condutividade (Rancimat
743, Methrom Ltd., Suica). 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 @)
aquecida a 120 £ 1,6°C. Os compostos de oxidagdo formados ao longo do tempo, mais
polares que os triglicéridos, tais como hidroperoxidos, alcoois e compostos carbonilicos,
séo arrastados pelo fluxo de ar e borbulham posteriormente numa solugdo aquosa. Nesta
solucéo esta imerso um elétrodo que mede a sua condutividade. O aparelho efetua as
analises automaticamente e em continuo, s6 podendo interromper-se a operacao quando,

para cada amostra, a condutividade medida atinge o seu maximo (300uS/cm).
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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 o ponto de intercecdo das

tangentes a curva, corresponde ao chamado “periodo de indugdo”.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados sdo as médias de pelo menos duas repeti¢cGes por cada

garrafa aromatizada, salvo indicacdo em contrario.

3.8.1. Analise de Variancia

A andlise de variancia dos parametros avaliados foi analisada pelo software SPSS,
versdo 19,0 (IBM Corporation, New York, EUA). O cumprimento dos requisitos da
ANOVA, nomeadamente a distribuicdo normal dos residuos e a homogeneidade de
variancias, foram avaliados por meio de testes Kolmogorov-Smirnov com corre¢do de
Lilliefors (se n > 50) ou testes Shapiro-Wilk (se n < 50) , e os testes de Levene,
respectivamente. Todas as varidveis dependentes foram analisadas usando uma
ANOVA one-way com ou sem correcdo de Welch, dependendo se o requisito da
homogeneidade de variancias foi cumprido ou ndo. Os efeitos da adicdo de
aromatizantes ao azeite sobre os parametros de qualidade (acidez, indice de perdxido,
Koz, Ko7o € AK), perfil de acidos gordos, teor de tocoferdis e tocotriendis, teor em
fenais totais, estabilidade oxidativa e atividade sequestradora de radicais DPPH e ABTS
dos azeites aromatizados foram o principal fator estudado. Se os efeitos dos
aromatizantes foram significativos para os pardmetros de qualidade, as médias sdo
comparadas pelo teste de Tukey, pois variancias iguais poderiam ser assumidas. Se 0s
efeitos dos aromatizantes foram significativos para os parametros estudados, as médias
sdo comparadas pelo teste de Dunnett T3, pois variancias iguais ndo poderiam ser
assumidas. Todos os testes estatisticos foram realizados em um nivel de significancia de
5%.
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3.8.2. Andlise de regressao

A analise de regressdo, utilizando o Excel da Microsoft Corporation, foi utilizada
entre os azeites aromatizados e a atividade sequestradora de radicais DPPH e ABTS,

teor em fenois totais estabilidade oxidativa e total de vitamina E.

3.8.3. Anélise de componentes principais

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para reduzir o nimero
de variaveis nos azeites aromatizados (14 variaveis — acidez, indice de peroxido, K232,
K270, K, fendis totais, atividade sequestradora de radicais DPPH, atividade
sequestradora de radicais ABTS, estabilidade oxidativa, a-tocoferol, a-tocotrienol, B-
tocoferol, y-tocoferol e total de vitamina E) para um menor nimero de novas variaveis
derivadas (componente principal ou fatores) que adequadamente resumem a informacéo
original, isto é, o efeito da adicdo de especiarias ao azeite. Além disso, permitiu
reconhecer padrbes nos dados, projetando-os num espaco multidimensional, utilizando
as novas variaveis derivadas como dimens@es. A PCA foi realizada usando o software
SPSS, versdo 19,0 (IBM Corporation, New York, EUA).
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. PARAMETROS DE QUALIDADE

De acordo com o Regulamento (CE) n° 1989/2003 da Comissdo de 6 de
Novembro de 2003, um azeite virgem extra é uma gordura liquida que obedece a uma
série de parametros quimicos e sensoriais (acidez < 0,8%; indice de peroxido < 20mEg.
0,/kg; Kaszz < 2,50; Kozo < 0,22; AK<0,01; isento de defeitos sensoriais e mediana do
frutado superior a zero).

No quadro 5 sdo apresentados os valores médios resultantes das determinacGes
efetuadas para a acidez, indice de perdxido e espectroscopia no ultravioleta, aos azeites
controlo e aromatizados. Estes dados demonstram a elevada qualidade do azeite testado,
no entanto, é de realgar o facto de estarmos a trabalhar com azeites aromatizados, e que
de acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COI) ndo podem ser classificados de
azeite virgem extra, mas de por exemplo, “Tempero a base de azeite virgem extra

aromatizado com especiarias”

Quadro 5 — Valores médios dos parametros de qualidade [acidez (% é&cido oleico); indice de
peréxido (MEQ.0./KQ); Kasz; Koo € AK] do azeite com e sem adicdo de aromatizantes (média +
desvio padréo).

Acidez 1P K232 K270 AK

Controlo 0,6+003a 657+022b 265+0,15¢c 0,14+0,01a -0,004 + 0,001 a
Alho 08+0,03b 4,36+032a 2,11+0,12a 014+0,01ab -0,003+0,001a
Louro 06+0,00a 650+0,29b 2,56+0,27b,c 0,15+0,01b-d -0,004 +0,001 a,b
Malagueta 0,6 +0,00a 6,64+0,00b 229+0,23ab 0,16+0,01cd -0,007+0,003b
Oreégaos 06+0,00a 456+030a 209+012a 0,15+0,01a-c -0,004+0,001a

Pimenta 0,6+000a 6,64+001b 230+020ab 0,16+001d  -0,006+0,003b
p-value <0,001®  <0,001? <0,001@ <0,001" <0,001?

&4 0s valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05

@ Os p-value sdo considerados para o efeito da adigdo de aromatizantes ao azeite sobre os parametros de qualidade, a
partir de uma analise ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram significativos para os parametros de qualidade,
as médias sdo comparadas pelo teste de Tukey, pois variancias iguais poderiam ser assumidas (p>0,05 pelo teste de
Levene).

@ Os p-value sdo considerados para o efeito da adicdo de aromatizantes ao azeite sobre os parametros de qualidade, a
partir de uma andlise one-way Welch ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram significativos para os
parametros de qualidade, as médias sdo comparadas pelo teste de Dunnett T3, pois variancias iguais ndo poderiam ser
assumidas (p<0,05 pelo teste de Levene).

37




4.1.1. Acidez

A acidez de um azeite resulta do grau de desagregacao dos triacilglicerois, devido
a reacOes quimicas de hidrdlise ou lipolise, formando-se desta forma os &cidos gordos
livres. Assim, a acidez nao tem qualquer relacdo com o seu sabor, mas com fatores que
incluem ataque de pragas e doengas, contacto prolongado da agua com o azeite e ainda
métodos de colheita, transporte, armazenamento e extracao descuidados.

Os valores de acidez dos azeites testados (controlo e aromatizados) encontram-se
no intervalo de 0,6 a 0,8% (quadro 5). Segundo o Regulamento Europeu 1989/03,
podemos verificar que o azeite aromatizado com alho se encontra no limite do valor de
referéncia para um azeite virgem extra. Desta forma existem diferengas significativas
entre 0 azeite aromatizado com alho e os restantes (p < 0,001). Nos trabalhos de
Gambacorta et al. (2007), em azeites aromatizados com alho desidratado a acidez
mantem-se inalterada. Por seu lado Baiano et al. (2009) concluiram que os azeites
aromatizados com alho desidratado, na producdo e no armazenamento, apresentaram
sempre valores de acidez inferiores aos restantes azeites, incluindo o azeite ndo
aromatizado. E de referir que no presente trabalho ndo foi utilizado alho desidratado
mas sim alho in natura, apenas esmagado ligeiramente. Considerando que de acordo
com Mariz et al. (2005), o alho possui um teor apreciavel em agua (na ordem dos 63%),
é de supor que a agua existente no alho levou a ocorréncia de rea¢fes enzimaticas ou de

hidrolise que sejam responsaveis pelo aumento da acidez.

4.1.2. indice de Peroxido

Os peroxidos sdo os produtos primarios da oxidacdo do azeite. Os azeites sdo
oxidados quando entram em contacto com 0 oxigénio que pode existir no espaco
superior do recipiente e nele se dissolve. Os produtos de oxidacdo tém um sabor e odor
desagradavel e podem afetar negativamente o valor nutricional do azeite. Os acidos
gordos essenciais tais como acido linoleico e linolénico sdo destruidos, e certas
vitaminas solUveis séo degradadas.

O azeite controlo apresentou um indice de perdxido de 6,57 mEqg.O,/Kg, sendo
qgue os azeites aromatizados com alho e orégdos tiveram valores de peroxidos
relativamente baixos, de 4,36 e 4,56 mEQ.O,/Kg, respetivamente. Foram encontradas
diferengas significativas (p < 0,001) entre estes dois aromatizantes e 0s restantes azeites.

Podemos entdo referir que a adi¢do de alho e orégdos ao azeite retardou a formacéo de
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hidroperdxidos, diminuindo a oxidagdo do mesmo com o enriquecimento em compostos
antioxidantes. Estes efeitos antioxidantes, do alho e dos orégdos, foram mais
expressivos do que os relatados por Antoun & Tsimidou (1997) e Gambacorta et al.
(2007), no entanto Baiano et al. (2009) nos seus estudos obtiveram para azeites
aromatizados com alho valores relativamente baixos de indice de peroxido em
comparagio com os restantes azeites avaliados. E também de referir que durante a
realizacdo do presente estudo, em nenhum dos azeites testados foi excedido o limite
fixado pelo Regulamento Europeu 1989/03 (20 mEq.O,/kg) para a categoria de azeites

virgem extra.

4.1.3. Espectroscopia no Ultravioleta

Na avaliacdo dos coeficientes de extincdo especificos (Kzs2 e Ka7o), € possivel
verificar o grau de oxidacao do azeite, complementando as observacdes para o indice de
peroxido. Estes coeficientes sdo indicativos da conjugacdo de trienos (Kz3) e da
presenca de compostos carbonilicos (Kzzo), respetivamente. Os resultados obtidos em
ambos os coeficientes de extincdo especificos, Kaz, € Ka7o, € no AK (entre 268 ¢ 272nm,
tal como especificado no Regulamento da Comunidade Europeia EEC/2568/91) séo
apresentados no quadro 5.

O Kysp, para além do indice de perdxido, é outro parametro relacionado com a
presenca de produtos de oxidacdo primaria. Este, veio confirmar o que foi dito
anteriormente para o indice de peréxido. Se compararmos os valores obtidos em ambos
0s paréametros, verificamos que os valores mais baixos sdo o0s dos azeites aromatizados
com alho e orégdos, existindo diferencas significativas com os outros azeites. Desta
forma podemos afirmar que o alho e os orégdos mostraram melhorar a estabilidade
oxidativa, comparativamente as outras especiarias.

A adicdo de malagueta e pimenta ao azeite fez aumentar os produtos secundarios
da oxidacgdo, avaliadas pelo Kj7, existindo diferencas significativas entre eles. Os
valores foram sempre inferiores ao limite fixado pelo Regulamento 1989/03 para azeites
virgens extra (0,22).

Nos diversos estudos realizados, Gambacorta et al. (2007) determinaram que 0s
valores de Ko, e Ky7o, NOS azeites aromatizados com alho, orégéos e malagueta, néo
sofriam qualquer alteracdo em comparacdo com o0 seu azeite de referéncia (néo

aromatizado); recentemente, e mais analogo aos nossos resultados, Baiano et al. (2009)
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concluiram que a adicdo de especiarias aumentava os valores dos coeficientes de
extincdo especificos, exceto para o azeite aromatizado com alho que obtém os melhores
valores de Ky, e Ko7 (2,11 £ 0,12 € 0,14 + 0,01, respetivamente)

4.2. COMPOSICAO EM ACIDOS GORDOS

Todos os detalhes sobre o perfil em &cidos gordos sdo dados no quadro 6. As
amostras analisadas estavam em conformidade com a legislacdo vigente da Uniéo
Europeia (Regulamento (CE) n° 1989/2003). O acido oleico (C18:1) foi o acido gordo
mais representativo de entre todas as amostras, variando entre 74,47 e 75,09% dos
acidos gordos totais, com diferencas significativas entre os azeites aromatizados
testados. O acido palmitico (C16:0) foi o segundo mais abundante, seguido de &cido
linoleico (C18:2) e acido estearico (C18:0).

No que respeita as diferentes fragdes dos acidos gordos, verificamos que a adicao
de aromatizantes diminui os acidos gordos saturados (SFA), afetando significativamente
0 acido palmitico (C16:0), sendo do ponto de vista nutricional um beneficio. Os cidos
gordos monoinsaturados (MUFA) sdo estaveis, e neste caso com a adicdo de
aromatizantes sofreram um aumento significativo (p < 0,001), o que nos pode levar a
acreditar que protegeu o azeite da oxidacdo. Esta duvida é dissipada com os valores
médios dos &cidos gordos polinsaturados (PUFA) uma vez que todos os azeites
aromatizados sofreram quebras em relacdo ao azeite controlo. Assim, o principal acido
gordo polinsaturado, o &cido linoleico (C18:2), com a adi¢do de aromatizantes no azeite,
viu a sua suscetibilidade diminuir face a oxida¢do, uma vez que as suas ligacGes duplas
insaturadas s&o bastante instaveis.

A relagéo entre MUFA + PUFA / SFA foi comparativamente melhor nas amostras
com aromatizantes (6,24 no alho, 6,33 no louro, 6,26 na malagueta, 6,28 nos orégaos e
6,26 na pimenta) do que na amostra controlo (6,09). Estes dados indicam que a adi¢do

de aromatizantes parece ser mais benéfica que prejudicial.
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Quadro 6 — Valores médios do perfil em &cidos gordos do azeite com e sem adi¢do de aromatizantes (média + desvio padrdo).

C 16:0
C16:1n9
C16:1n7
Cl6:1
C17:0
Cl7:1
C18:0
C18:1n9
C18:2cc
C20:0
C20:1n9
C22:0
SFA
MUFA
PUFA

Controlo Alho Louro Malagueta Orégaos Pimenta p-value
10,80+ 0,23¢  10,40+0,18b 10,19+0,11a 10,31+0,1l1ab  10,20+0,13a 10,26 +0,13ab  <0,001®
0,13 0,02 0,13 0,02 0,14 + 0,02 0,14 + 0,02 0,13+ 0,01 0,15 + 0,02 0,076
0,54+0,03b  050+0,03a 0,48 £ 0,02 a 0,48 £ 0,02 a 0,48 +0,01a 0,50 +0,02 a <0,001®
0,67+0,04b  0,63+0,04a,b 0,620,032 0,620,032 0,61+0,01a 0,64+0,03ab <0,001®
0,14 +0,03 0,14 0,02 0,14 +0,03 0,15 + 0,04 0,13+ 0,02 0,14 0,02 0,711®
0,20 0,02 0,21+ 0,02 0,20+ 0,01 0,20 + 0,02 0,21+ 0,02 0,20 0,02 0,522®
2,79 0,05 2,73+0,05 2,80 0,10 2,79+0,12 2,81+0,15 2,84+0,13 0,057@
7447+024a 7476+047ab  7496+022b  7478+028ab  7497+0,29b 75,09 + 0,60 a,b 0,001®
9,70 £ 0,16 9,59 0,12 9,46 + 0,39 9,51 +0,16 9,45 + 0,26 9,15 + 0,66 0,021@
0,39 +0,03 0,39 40,03 0,39+0,01 0,38+ 0,02 0,41 + 0,04 0,41+ 0,02 0,115@
095+0,09a  1,02+007ab 1,12+0,04¢c 1,09 + 0,05 b,c 1,09 + 0,06 b,c 1,14+0,03¢c <0,001®
0,06+0,05a  0,15+0,03b 0,14+0,02b 0,13+0,05a,b 0,16 +0,03 b 0,14 +0,02 b <0,001?@
14,10+£0,16b 13,80+0,20a 13,65+0,19a  13,78+0,12a 13,72+0,14a 13,77+0,17 a <0,001®
76,15+025a 7646+037ab 7689+024b  7666+023ab  7679+044ab  77,14+0,63b <0,001®@
9,74+0,12 9,59+ 0,12 9,46 + 0,39 9,54 +0,13 9,42 0,27 9,06 + 0,69 0,021@

*€ Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05

@ Qs p-value sdo considerados para o efeito da adicdo de aromatizantes ao azeite sobre os 4cidos gordos, a partir de uma analise ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram significativos

para os parametros de qualidade, as médias sdo comparadas pelo teste de Tukey, pois variancias iguais poderiam ser assumidas (p>0,05 pelo teste de Levene).

@ Os p-value sdo considerados para o efeito da adi¢do de aromatizantes ao azeite sobre os acidos gordos, a partir de uma analise one-way Welch ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram

significativos para os parametros de qualidade, as médias sdo comparadas pelo teste de Dunnett T3, pois variancias iguais ndo poderiam ser assumidas (p <0,05 pelo teste de Levene).



4.3. COMPOSICAO EM TOCOFEROIS E TOCOTRIENOIS

Os tocoferois/tocotriendis comummente descritos no azeite foram detetados e
quantificados: o, B e y- tocoferol. Simultaneamente com os fendis totais, 0s
tocoferdis/tocotriendis, em especial o a-tocoferol, sdo um dos responsaveis pela
atividade antioxidante dos azeites. O quadro 7 expde em detalhe a caracterizacdo dos

tocoferdis e o teor em vitamina E das amostras avaliadas.

Quadro 7 — Valores medios de tocoferdis, tocotriendis e vitamina E total (mg/Kg) do azeite

com e sem adicdo de aromatizantes (média * desvio padrao).

a-Tocoferol a-Tocotrienol  B-Tocoferol v-Tocoferol Vitatl(r)r;;r:a E
Controlo 181,72+352 0,00+0,00a 0,74+0,05a 3,84%0,16a 186,30 + 3,69
Alho 178,71£294 042+138ab 083+£0,05b 413+0,11b 184,08 £ 2,78
Louro 179,20 + 15,70 0,00£0,00a 0,78+0,08a,b 4,30+0,60ab 184,27 + 16,28
Malagueta 192,58 + 16,23 0,79+0,14b  0,84+0,08b  4,39+0,53ab 198,60 + 16,75
Orégéaos 184,35+15,09 0,71+£0,34b 080+£0,06ab 4,29+0,65ab 190,15+ 15,95
Pimenta 180,00 + 14,11 0,00£0,00a 0,82+0,09ab 4,37+0,61ab 183,19+ 14,62
p-value 0,067 <0,001? 0,004 <0,001@ 0,091

#> 05 valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05

@ Os p-value sdo considerados para o efeito da adi¢do de aromatizantes ao azeite sobre os tocoferis e tocotriendis, a
partir de uma analise ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram significativos para os parametros de qualidade,
as meédias sdo comparadas pelo teste de Tukey, pois variancias iguais poderiam ser assumidas (p >0,05 pelo teste de
Levene).

@ Os p-value s&o considerados para o efeito da adicio de aromatizantes ao azeite sobre os tocoferdis e tocotriendis, a
partir de uma analise one-way Welch ANOVA. Se os efeitos dos aromatizantes foram significativos para 0s
parametros de qualidade, as médias sdo comparadas pelo teste de Dunnett T3, pois variancias iguais ndo poderiam ser
assumidas (p <0,05 pelo teste de Levene).

O o-tocoferol que representa mais de 97% do total de vitamina E esteve
compreendido entre 178,71mg/Kg, no caso dos azeites aromatizados com alho, e 0s
192,58mg.Kg™?, nos azeites aromatizados com malagueta. Para este vitimero a adicéo
de especiarias ndo provocou alteracGes significativas no azeite (p > 0,05). Em todos os
estereoisomeros e no total de vitamina E presentes nos azeites, a malagueta foi o
aromatizante onde estes obtiveram maior valor. A adicdo de aromatizantes ao azeite
provocou alteracgdes significativas dos valores de p-tocoferol e y-tocoferol, uma vez que

em todos eles ocorreu um incremento destes dois vitAmeros. O total de vitamina E, tal
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como acontece para o a-tocoferol, ndo existem diferengas significativas na adicdo de
aromatizantes ao azeite (p = 0,091).
Estes resultados tém correlagdes muito significativas (p = 0,004; R? = 0,2131)

com os obtidos na avaliacdo da estabilidade oxidativa, que é discutida mais a frente.

4.4, TEOR EM FENOIS TOTAIS

Os fendis totais dos azeites estdo representados na figura 7. A concentracdo de
fendis mais elevada foi detetado no azeite ndo aromatizado (345,69+15,21 mg
equivalentes de acido cafeico/kg de azeite), seguido, em ordem decrescente, pelos
azeites aromatizados com louro, pimenta, malagueta, alho e orégdos (293,84+23,61 mg
CAE/ kg).
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Figura 7 — Valores médios de fendis totais do azeite com e sem aromatizantes.  *° Letras
diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05).

A adicdo de aromatizantes induziu perdas ao nivel dos fenois totais de forma
significativa (p < 0,001). Estas diferengas entre os fendis totais de azeites nédo
aromatizados e aromatizados podem ser explicados por interagdes ocorridas entre o
azeite e os agentes aromatizantes, nomeadamente entre fendis e outros compostos das

especiarias (Negishi et al., 2002). A diferenga encontrada entre os azeites aromatizados
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e ndo aromatizados estd de acordo com os obtidos por Baiano et al. (2009), apesar
destes azeites terem sido aromatizados de forma diferente. Damiechki et al. (2001)
realizaram um estudo destinado a examinar a presenca de antioxidantes e pro-oxidantes
em azeites aromatizados com orégdos e alecrim. Eles descobriram que o contetdo
fendlico total polar nos 6leos aromatizados aumenta em comparagdo com a do controlo.
Os fendis totais representam uma das medidas da atividade antioxidantes dos azeites.
Assim sendo e recorrendo a regressdo podemos verificar que ndo existem correlacdes

significativas entre este método e os restantes de medicdo da atividade antioxidante.

4.5. ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES

4.5.1. Atividade Sequestradora do radical DPPH (DPPH")

Um dos métodos para determinacédo da capacidade oxidante é medida pelo radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"). Este método é uma das ferramentas essenciais
para perceber o potencial antioxidante, mais especificamente, a atividade antiradicalar
dos azeites. A atividade sequestradora do radical de DPPH foi expressa em pumol do

radical DPPH por mL de azeite (figura 8).
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Figura 8 — Valores médios da atividade sequestradora do radical DPPH do azeite com e sem
aromatizantes. * Letras diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05).
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4.5.2. Atividade Sequestradora do radical ABTS (ABTS™)

O método baseia-se na capacidade de uma amostra em inibir o radical ABTS
(ABTS'") em comparacdo com um padrdo de referéncia antioxidante (Trolox). Assim, a
atividade sequestradora do radical ABTS foi expressa em pumol de Trolox por mL de

azeite (figura 9).
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Figura 9 — Valores médios da atividade sequestradora do radical ABTS do azeite com e sem
aromatizantes. *® Letras diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05).

Os valores médios de atividade sequestradora do radical ABTS variam entre
0,267+0,004 para o caso do azeite com malagueta e 0,272+0,004 para o azeite controlo.
Verificamos que a adicdo de malagueta ao azeite diminui de forma significativa a
atividade antioxidante. A figura 9 deixa transparecer que a adicdo de aromatizantes ao
azeite baixa a atividade antioxidante, mas este método ndo mostrou ter qualquer
correlagdo com os seus homologos, que medem igualmente a atividade antioxidante,

nédo permitindo fazer qualquer tipo de comparagéo entre eles.
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4.6. ESTABILIDADE OXIDATIVA

A estabilidade oxidativa dos azeites com e sem aromatizantes esta representada na

figura 10.
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Figura 10 — Valores médios de estabilidade oxidativa (horas) do azeite com e sem
aromatizantes. “° Letras diferentes indicam significancias diferentes (p < 0,05).

De uma forma geral, a adi¢do de aromatizantes beneficiou a estabilidade oxidativa
dos azeites, uma vez que apenas 0 azeite aromatizado com louro resistiu menos ao
processo oxidativo induzido, que o azeite controlo. Este parametro tem a particularidade
de refletir o que aconteceu em todos 0s outros parametros estudados. O azeite
aromatizado com alho e orégdos infligiu maior qualidade nos parametros do indice de
peroxido e do Kyz,. Os baixos valores destes parametros sdo indicativos da resisténcia a
oxidagdo. O incremento de MUFA veio aumentar a resisténcia a oxidagéo, pois estes
compostos sdo considerados estaveis. Existem significativas diferencas (p = 0,001)
entre 0 azeite aromatizado com orégdos (10,37+0,50) e os azeites controlo e
aromatizado com louro (9,42+0,14 e 9,23+0,39, respetivamente). Damiechki et al.
(2001) realizaram um estudo destinado a examinar a presenca de antioxidantes e pro-
oxidantes em azeites aromatizados com orégdos e alecrim. Os seus dados confirmam

gue a estabilidade oxidativa de azeite aromatizado foi maior do que a do controlo

46




utilizando o teste Rancimat. No caso particular deste trabalho a estabilidade oxidativa
tem uma correlaco significativa com o teor em vitamina E (p = 0,004; R* = 0,2131).

4.7. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A técnica de Andlise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada com o intuito
de reduzir a dimensdo original do espaco de variaveis dos azeites aromatizados, para
entdo obter variaveis sintéticas que mantivessem a maior parte da informacdo das
variaveis originais.

Para a Analise de Componentes Principais que apresentamos neste capitulo as
variaveis utilizadas correspondem a alguns dos resultados de métodos fisico-quimicos
aplicados na avaliacdo dos azeites, como sejam a acidez (Acidez), indice de perdxido
(IP), K22 (K232), K270 (K270), AK (K), fendis totais (FENOIS), atividade sequestradora
de radicais livres (DPPH e ABTS), estabilidade oxidativa (ROS), a-tocoferol (toc), a-
tocotrienol (toco), P-tocoferol (toc A), y-tocoferol (toc B) e total de vitamina E
(TotalVit.E). O objetivo nesta analise foi definir inter-relacbes entre variaveis para
fornecer uma efetiva representacao da varia¢do dos dados.

Pela Analise de Componentes Principais obtivemos trés componentes principais
que explicam 63,2% da variancia total das variaveis originais. O quadro 8 apresenta 0s

coeficientes das componentes principais para cada variavel.

Quadro 8 — Coeficientes das componentes principais

Total Mector Coordinates
Dimension
1 2 3 Total
Acidez 501 003 108 612
IP 016 A3r 220 s
K232 086 459 038 583
K270 031 372 227 630
k 480 248 00a 734
ROS 428 110 083 632
DPPH 005 B35 074 14
FEMOIS Ruluf ,3490 Rilx: AGE
ABTS 148 053 166 367
tac 680 011 104 Fa5
toco 327 04 258 629
tac_A 028 A7z 333 433
toc_B 643 013 02z 684
Totalvit.E 719 05 Rilarg a1
Active Total 4108 2918 1,825 8,853
% of Variance 29,351 20,8449 13,0349 63,239
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Conforme os resultados mostrados no quadro 8, a primeira componente principal,
denominada Dimensao 1, tem maiores pesos, respetivamente, nas variaveis TotalVit.E,
toc, toc_B e Acidez. A segunda componente (Dimensdo 2) tem pesos mais altos nas
variaveis DPPH® e IP e finalmente a Gltima componente ndo tem coeficientes (pesos)
altos para nenhuma variavel.

A figura 11 apresenta o grafico de dispersdo da primeira componente principal
versus a segunda e terceira componentes, com representacdo dos seis azeites estudados.
Este grafico mostra claramente como as componentes principais sao relacbes lineares

gue mostram como a avaliacdo dos azeites aromatizados se distribui.
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Figura 11 — Grafico das componentes principais Dimensdo 1, Dimensdo 2 e Dimensédo 3
com representacdo dos seis azeites estudados.
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CAPITULO V

CONCLUSAO
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O azeite é um produto largamente produzido e consumido ao longo dos tempos na
cozinha mediterrénica, sendo bastante apreciado pelas suas caracteristicas organoléticas,
bem como pelas suas propriedades nutricionais. A oxidacdo lipidica do azeite faz
diminuir as suas qualidades nutricionais e organoléticas. Assim, 0 azeite aromatizado
com especiarias surge como forma de contrariar essas perdas, e por vezes, aumentar o
tempo de prateleira.

Os resultados obtidos permitem concluir:

— ao nivel dos pardmetros de qualidade que a adicdo de especiarias parece ter
melhorado ou mantido as propriedades do azeite, exceto a acidez no caso do
azeite aromatizado com alho, e a adicdo de malagueta e pimenta no caso da
avaliacdo do Kyzo.

— A aromatizacdo do azeite fez aumentar a relacdo (MUFA + PUFA)/SFA em
comparagdo com o azeite ndo aromatizado.

— A vitamina E ndo sofreu perdas significativas com a adicdo de especiarias.

— O comportamento da atividade antioxidante ndo é claro, os fendis sofrem
perdas significativas com a aromatizacdo dos azeites, assim como o0 DPPH" no
caso dos azeites com aroma a alho e 0 ABTS" no caso da malagueta.

— A estabilidade oxidativa melhora com a adicdo de aromatizantes.

Globalmente, os resultados obtidos permitem afirmar que a adicdo de agentes
aromatizantes ndo alterou significativamente os parametros de qualidade dos azeites,
podendo favorecer um aumento da sua resisténcia e consequentemente um aumento do
tempo de prateleira do produto. Contudo, para melhor clarificar e determinar se a adi¢do
de especiarias ao azeite consegue retardar o processo oxidativo, prolongando desta
forma o tempo de prateleira do azeite, recomenda-se que em estudos futuros se aumente
0 tempo de aromatizacdo do azeite. Os dados obtidos neste trabalho contribuiram para o
enriquecimento da literatura cientifica na area, abrindo portas a melhorias e novos

trabalhos relacionados com o tema.
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