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Resumo

O azeite, a gordura vegetal mais importante na dieta mediterranica, tem sido
largamente estudado nos ultimos anos no que toca as suas caracteristicas quimicas e
nutricionais bem como aos seus beneficios para a saude, tendo sido encontrada uma
relacdo entre o consumo deste produto e a baixa incidéncia em doencas cardio e
neurovasculares. Por esse motivo, tem-se levado a cabo investigagdo em torno do
potencial papel dos compostos fendlicos presentes no azeite na prevencao deste tipo
de patologias.

De modo a caracterizar pela primeira vez azeites monovarietais portugueses em
termos da sua composicdo em compostos fendlicos, procedeu-se a analise de azeites
extra virgens monovarietais de seis variedades (Carrasquenha, Cobrangosa, Cordovil,
Galega, Madural e Verdeal) provenientes de Reguengos de Monsaraz (Herdade do
Espordo) e de Vila Flor (Acushla, S.A.), com diferentes estados de maturacdo. Os
azeites encontravam-se embalados e prontos para comercializacdo. Determinaram-se
entdo as concentracdes de fendis, totais e individuais, e de a-tocoferol e y-tocoferol.
Avaliou-se ainda o nivel de oxidacdo e a acidez, de modo a analisar o bom estado
desses azeites. Efetuou-se igualmente o estudo do perfil em acidos gordos.

Os azeites analisados apresentaram um teor médio de a-tocoferol de 537+73 ppm
e um teor médio de y-tocoferol de 22,5+4,5 ppm, ndo havendo grandes variacbes entre
0s azeites monovarietais de diferentes variedades. Os compostos fendlicos foram
extraidos por dois métodos distintos (extracao por fase sélida e extracao liquido-liquido)
apresentando valores de concentracdo de fendis totais entre 325,95+16,40 mg kg e os
751,61+453,72 mg kg*. A maior parte dos azeites analisados, contudo, apresentou
valores em fendis totais acima dos 350 ppm dependendo da variedade e indice de
maturacdo. Tendo em conta 0 mesmo indice de maturagdo, 0os azeites monovarietais
de Verdeal apresentaram um maior contetdo em fendis (751 ppm), seguidos dos azeites
monovarietais de Madural, Cobrancosa e Cordovil, com cerca de 590 ppm. O azeite
monovarietal que apresentou menor conteldo foi o da Carrasquenha apenas com 265
ppm. Verificou-se que as amostras eram, no geral, ricas em secoiridéides, lignanos e
com baixos conteddos em alcoois fenodlicos. No entanto, os azeites monovarietais de
Verdeal e Madural foram os que apresentaram os maiores contetdos em secoiridoides.
O conteudo em fendis dos azeites monovarietais obtidos de azeitona com diferentes
estados apenas diminuiu nos azeites obtidos da variedade Galega, mas manteve-se

mais ou menos estavel para as restantes variedades. De referir que todos os azeites
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analisados evidenciaram caracteristicas quimicas de azeites virgem extra de elevada
gualidade.

Dada a grande importancia dos compostos fendlicos para a estabilidade,
caracteristicas organoléticas e qualidade nutricional dos azeites produzidos, espera-se
gue o conhecimento do conteldo em antioxidantes dos varios azeites monovarietais
venha a ser utilizado na selecéo das variedades a utilizar na manutencéo e cultivo de
novos olivais, com vista a producdo de azeites de elevada qualidade com a possivel
rotulagem contendo a alegacédo de saude.

Quanto a composicao em acidos gordos, todos os azeites apresentaram um
elevado conteldo em &cido oleico (C18:1), com um valor médio de 74,7%, e
percentagem em &cido linoleico entre 2,5 e 11,3%. N&o se encontrou qualquer
correlacdo entre a percentagem em acido linoleico e o contetdo em fenais.

Em relacdo ao nivel de oxidacdo e a acidez, os azeites apresentaram valores
muito abaixo dos limites estipulados por lei (1% e 20 mEq O- kg, respetivamente). A
acidez determinada na maior parte dos casos nao ultrapassou os 0,2%, e o indice de
peroxidos encontrou-se entre 5 e 7,5 mEq O, kg?. Apenas a variedade Galega

apresentou valores de acidez superiores, atingindo os 0,4%.

Palavras-Chave: azeite extra virgem; azeite monovarietal portugués;

antioxidantes; polifendis; acidos gordos; tocoferol; UPLC.
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Abstract

The olive oil, the most important vegetal fat in mediterranean diet, has been widely
studied in the last years, regarding their chemical and nutritionals characteritics as well
as their benefits for health, having been found searching a relation between this product
consumption and the low incidence in cardio and neurovasculars disease. For this
reason, an investigation has been carried out around the potential role of phenolic
compounds present in olive oil in prevention of this type of pathology.

To characterize, for the first time, portuguese monocultivar extra virgin olive oil in
terms of their composition in phenolic compounds, it was done the analyse to six
differents cultivars of monocultivar extra virgin olive oil (Carrasquenha, Cobrangosa,
Cordovil, Galega, Madural and Verdeal) from Reguengos de Monsaraz (Herdade do
Esporao) and Vila Flor (Acushla, S.A.), with differents maturity states. The olive oils were
packaged and ready for sale. It were then determinated the concentration of total and
individual phenols and a-tocopherol and y-tocopherol. It also was evaluated the oxidation
level and acidity, to analise the good state of these olive oils. The fatty acid profile of
these olive oils was also studied.

The analysed olive oils showed a medium content of a-tocopherol of 537+73 ppm
and a medium contente of y-tocopherol of 22.5+4.5 ppm, not having large variations
between monocultivar olive oils from different cultivars. The phenolic compounds was
extracted by two different methods (phase-solid extraction and liquid-liquid extraction)
showing phenolic compounds concentration values between 325.95+16.40 mg kg* and
751.61+53.72 mg kg*. Most of the analysed olive oils, however, showed values in total
phenols above 350 ppm depending on the variety and index of maturation. Considering
the same maturity index, Verdeal monocultivar olive oils had a higher phenol content
(751 ppm), followed by Madural, Cobrancosa and Cordovil monocultivar olive oils of
about 590 ppm. The monocultivar olive oil with the lowest content was Carrasquenha
with only 265 ppm.

It was verified that the samples phenolic profiles were rich in secoiridoids and
lignans and with low contents of phenolic alchools. However, the Verdeal and Madural
monocultivar olive oils were the ones that presented the highest contents of
soecoiridoids. The phenol content of monocultivar olive oils obtained from olives of
different states only decreased in olive oils obtained from the Galega variety, but remains
more or less stable for the other varieties. It should be noted that all oils analyzed showed

chemical characteristics of high quality extra virgin olive oils.
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Given the great importance of phenolic compounds for the stability, organoleptic
characteristics and nutritional quality of olive oils produced, it is expected that knowledge
of the antioxidant content of various monocultivar olive oils will be used in the selection
of varieties to be used for the maintenance and cultivation of new olive oils groves for
the production of high quality olive oils with the possible health claim labeling. Regarding
the fatty acid composition, all olive oils presented a high content of oleic acid (C18:1),
with an average value of 74.7%, and a percentage of linoleic acid between 2.5 and
11.3%. No correlation was found between the percentage in linoleic acid and the content
in phenols.

Regarding oxidation level and acidity, the olive oils presented values well below
the limits stipulated by law (1% and 20 mEq O kg, respectively). The acidity determined
in most cases did not exceed 0,2%, and the peroxide index was between 5 and 7.5 mEq

0: kg. Only the Galega variety presented higher acidity values, reaching 0.4%.

Key-words: extra virgin olive oil; portuguese monocultivar olive oil; antioxidants;

polyphenols; fatty acids; tocopherol; UPLC.
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1. A Oliveira (Olea europaea L.)

A oliveira (Olea europaea L.) (figura 1), uma das mais antigas espécies arbéreas
cultivadas, encontra-se na Bacia Mediterranica desde ha cerca de 7000 anos.! A
utilizacao na alimentacéo tanto do seu fruto, a azeitona, como do produto deste, o azeite,
bem como a utilizagcdo do azeite como combustivel, levou a que fosse o cultivo da
oliveira rapidamente expandido pelo mundo, desde o seu ponto central de origem, a
Siria, Israel, Libano, Chipre e Creta.?

Figura 1 - Oliveira (Olea europaea L.)

Atualmente, encontra-se o cultivo desta espécie arbérea em paises localizados
principalmente em latitudes entre 30 e 45°, como é o caso dos da Bacia Mediterranica,
regido conhecida pelo forte cultivo de oliveira e producdo de azeite.?

Em termos boténicos, a oliveira ou Olea europaea L. pertence a familia Oleaceae,
de onde fazem parte outros géneros decorativos tal como o Jasminum L..
Recentemente, a oliveira foi ainda alocada a uma subfamilia, a Oleideae e ao género
Olea (tabela 1).2
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Tabela 1 - Taxonomia Classica da Oliveira. (adaptado de 2)

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta

Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Scrophulariales
Familia Oleaceae
Género Olea L.
Espécie Olea europaea L.

Subespécie Olea europaea L. spp. europaea

Na Bacia Mediterranica, a cultura da oliveira surge como a mais predominante?,
ocupando aproximadamente 8 milhdes de hectares, cerca de 98% do cultivo mundial
desta espécie arvérea.* Mundialmente, o seu cultivo tem vindo a aumentar dado o alto
valor energético, nutricional, farmacéutico, bem como financeiro dos seus produtos
finais (azeitona e azeite).>®

Dado o elevado interesse econémico do olival, tem surgido um aumento na
procura de novos métodos de producdo para além dos ja praticados tradicionalmente,
com a introdugdo de olivais intensivos com alta (250 a 850 arvores ha') e super alta
(1500 a 3000 arvores ha?) densidade de plantio.®

A oliveira compreende atualmente cerca de 2500 variedades, das quais 250 sao
classificadas como comerciais pelo Conselho Oleicola Internacional (COI)* ° e
encontram-se dispersas mundialmente por 54 paises.” Este elevado numero de
variedades pode ser explicado pela elevada capacidade de sobrevivéncia da arvore e
pela manutencdo das suas carateristicas genéticas, denotando-se apenas variacoes
fenotipicas entre as diferentes variedades (tamanho, peso, forma e cor do fruto antes
da sua maturacdo, resisténcia a doencas, bem como o tamanho das folhas e o
rendimento em azeite).’

Em Portugal estdo registadas 21 variedades de oliveira de origem nacional,
estando geograficamente localizadas nas regides interiores do pais, com uma forte
predominancia nas regides de Tras-os-Montes e do Alentejo.” Trata-se de um pais com
parcelas de cultivo e producéo tradicionalmente pequenas, havendo apenas registados

sete tipos de azeite como Denominacéo de Origem Protegida (DOP) (figura 2).”
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Figura 2 — Distribuic&o das plantac@es de oliveira (Olea europaea L.) e dos azeites de Denominagé&o de Origem Protegida
(DOP) em Portugal. As letras mailsculas representam as provincias (rodeadas a linha completa) e os niumeros referem-
se a localizagdo dos azeites DOP (rodeados a tracejado). A — Tras-os-Montes; B — Beira Alta; C — Beira Baixa; D —
Ribatejo; E — Alto Alentejo; F — Baixo Alentejo; G — Algarve. 1 — Azeite de Tras-os-Montes; 2 — Azeite da Beira Alta; 3 —
Azeite da Beira Baixa; 4 — Azeite do Ribatejo; 5 — Azeite do Norte Alentejano; 6 — Azeite do Alentejo Interior; 7 — Azeite

de Moura. (adaptado de 7)
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2. O Fruto

Nas plantacdes oleicolas da Europa, a oliveira floresce pela primavera, dando
origem a um pequeno broto oval.?® Por sua vez, este desenvolve-se até originar uma
drupa madura entre outubro e janeiro, conforme a area geografica.®

A azeitona é composta por duas partes principais: o pericarpo e o endocarpo
(figura 3).2

Caroco

Semente ou Egda%%?r po
Ndcleo 1 =
Pele - Epicarpo | Pericarpo
Polpa - Mesocarpo | 66-85%

Figura 3 — Esquema representativo da composigao fisica da azeitona. (adaptado de ?)

Por sua vez, o pericarpo é composto pelo epicarpo (pele) e pelo mesocarpo
(polpa), representando 66 a 85% do peso do fruto.? A pele é coberta por uma cera
natural e muda de cor ao longo do processo de maturacdo, desde uma tonalidade verde
brilhante até tons acastanhados ou até mesmo negros.! O endocarpo (também
conhecido como nucleo) € a parte que contém a semente, ndo excedendo normalmente
3% do peso do fruto.? A azeitona apresenta um tamanho tipico de 2 a 3 cm e um peso
entre 0s 2 e os 20 cm, dependendo da variedade.!

O crescimento do fruto até & sua colheita podera ter uma duragéo de 5 meses (em
condi¢des climatéricas normais), podendo haver um atraso em situagfes climéticas de
frio.!

Durante o crescimento e maturacdo do fruto, ocorrem varias modificacdes.®
Durante este processo, formam-se compostos fendlicos, sendo 0os mais abundantes no
fruto os glicdsidos ligstrésido e oleuropeina.®

Os glicésidos estdo contidos no pericarpo, podendo ser desglicosilados por
glucosidases, originando secoiridoides agliconas, mais lipofilicos e por isso encontrados

em maior quantidade no azeite.®
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A azeitona é constituida por agua (=50%), 6leo (=22%), carboidratos (=19,1%),
dos quais a celulose (=5,8%), compostos fendlicos (=1-3 %), proteina (=1,6%) e
compostos inorganicos (=1,5%), ocorrendo varia¢cdes substanciais nestas propor¢coes
dependendo da variedade, do método de cultivo, da localizac@o geogréfica, bem como
do indice de maturacéo do fruto.?
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3. O Azeite

O azeite é 0 Gleo vegetal, obtido diretamente da azeitona unicamente por extracao
mecanica e consumido sem tratamento adicional.® Para além da sua utilizacdo na
alimentacdo (em saladas, molhos e fritura), o azeite é ainda usado na industria
cosmeética e farmacéutica.’

Em termos nutricionais, segundo o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, uma porcdo de 100 g de azeite contém, a nivel nutricional, cerca de 900 kcal,
onde figuram 99,9 g de lipidos, 14 mg de vitamina E e 0,1 g de proteina.'®

O azeite representa aproximadamente 4% da producéo total de 6leos alimentares,
com uma producdo mundial de 2000000 toneladas.'* *? Os paises da Bacia
Mediterranica destacam-se como os grandes produtores mundiais de azeite (70% da
producédo), com Espanha, Italia, Grécia, Turquia, Marrocos, Tunisia e Magreb a ocupar
os primeiros lugares e Portugal a ocupar o atual nono lugar.'* ** 1 No entanto, apesar
do azeite ser um produto caracteristico da dieta mediterrénica, outros paises encontram-
se a expandir a sua producdo, nomeadamente os EUA, Australia, Canada e Jap&o.t 13

Dependendo da sua composi¢cdo quimica e das carateristicas organoléticas, tais
como a acidez, o azeite é classificado em diferentes tipos (tabela 2).1* 121> Em Portugal,
de acordo com a Norma Portuguesa Definitiva NP-972 (retificada posteriormente em
1988 pelo Decreto-Lei n.° 343/88 de 28 de setembro e em 2013 pelo Regulamento (UE)
n.° 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho de 17 de dezembro), os azeites
comestiveis podem ter classificacdes diferentes de acordo com o0 seu processo de

obtencéo: >’

e Azeite virgem — azeite obtido a partir da azeitona (fruto da oliveira) sem
gualquer tipo de operacao de refinacao;
o Azeite refinado — azeite obtido do azeite virgem por qualquer tipo de

operacgéao de refinagéo.

No que diz respeito a sua comercializagéo, o azeite podera ainda ser classificado

de.lﬁ, 17

e Azeite virgem extra — azeite virgem com carateres organoléticos
irrepreensiveis, cuja acidez, expressa em 4cido oleico, seja igual ou inferior
a 0,80%;

8



FCUP | ICBAS | 9

Teor em Antioxidantes de Azeites Extra Virgens Monovarietais Portugueses

e Azeite virgem — azeite virgem com gosto irrepreensivel, cuja acidez,
expressa em &cido oleico, ndo seja superior a 2,00%;

e Azeite lampante — azeite virgem com gosto defeituoso ou cuja acidez,
expressa em acido oleico, seja superior a 2,00%;

e Azeite refinado — azeite obtido por refinacéo de azeite virgem cuja acidez,
expressa em &cido oleico, ndo seja superior a 0,30%;

e Azeite — azeite composto por uma mistura de azeite refinado com azeite
virgem (a excecdo do azeite lampante), cuja acidez, expressa em acido

oleico, ndo seja superior a 1,00%.

De notar que um azeite s6 pode ser classificado numa destas categorias se

obedecer a outros parametros fisico quimicos para além da acidez (tabela 2).181°
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Tabela 2 — Carateristicas dos azeites e sua composicéo acidica. (adaptado do Anexo | de 8 19)

- Acidos gordos »
: Indice de Solventes L Esterdis
: Acidez . Ceras saturados na posicéo :
Categoria Per6xidos* | Halogenados . Totais Kaso* | Karno* Delta-K*
% mg kg™ 2 dos triglicéridos
mEq O, kg™ mg kg*® mg kg*
%
1. Azeite virgem extra <0,80 <20 M 0,20 <250 M 1,3 m 1000 <2550 | =<0,22 <0,01
2. Azeite virgem <2,00 <20 M 0,20 <250 M 1,3 m 1000 <2,60 | <0,25 <0,01
3. Azeite lampante >2,00 - m 0,20 <300 @ M 1,3 m 1000 - - -
4. Azeite refinado <0,30 <5 M 0,20 <350 M 15 m 1000 - <1,10 <0,16
5. Azeite <1,00 <15 M 0,20 <350 M 15 m 1000 - <0,90 <0,15
Composicéao Acidica (%) Soma dos Soma dos isbmeros
Categoria Miristico | Linolénico | Araquidico - o Beénico | Lignocérico isbmeros transoleicos e
icosandico : .
(C14:0) (C18:3) (C20:0) (C22:0) (C24:0) transoleicos transolénicos (%)
1. Azeite virgem extra <0,05 <1,00 <0,6 <04 <0,2 <0,2 <0,05 <0,05
2. Azeite virgem <0,05 <1,00 <0,6 <04 <0,2 <0,2 <0,05 <0,05
3. Azeite virgem lampante <0,05 <1,00 <0,6 <04 <0,2 <0,2 <0,10 <0,10
4. Azeite refinado <0,05 <1,00 <0,6 <04 £0,2 £0,2 <0,20 <0,30
5. Azeite <0,05 <1,00 <0,6 <04 <0,2 <0,2 <0,20 <0,30
M — méximo | m — minimo | K232 — absorvancia a 232 nm | K270 — absorvancia a 270 nm

@ _ Limite total para os compostos detetados pelo detetor de captura de eletrdes. Para os compostos detetados individualmente o limite é de 0,10 mg kg™.

@  _ Os azeites cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mg kg™ e 350 mg kg™ sdo considerados azeite lampante se o teor de alcoois alifaticos totais for inferior ou igual a 350 mg kg*
ou se a percentagem de eritrodiol e uvaol for inferior ou igual a 3,5 %.

(*) — No caso do azeite lampante, os limites correspondentes podem néo ser observados simultaneamente; No caso dos azeites virgens, a ndo observancia de um dos limites correspondentes

implica uma mudanga de categoria, mantendo-se, porém, a classificagdo numa das categorias de azeites virgens.

Nota: Basta que uma das carateristicas esteja fora dos limites fixados para que o produto seja desclassificado ou declarado ndo conforme quanto a sua pureza.

Para determinacgdo da pureza, e quando o Kz7o ultrapassar o limite da respetiva categoria, € necessario fazer-se uma nova determinagdo do K270 apés passagem pela alumina.
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De todos os tipos de azeite mencionados, o0 azeite virgem extra € conhecido como
0 mais resistente a fendmenos de oxidacéo, dado o seu alto teor em antioxidantes.?°
Contudo, em muitos dos paises produtores de azeite, a produgéo de azeite virgem extra
representa apenas 10% da producdo total de azeite.*

3.1. Producéao de Azeite

s

A producdo de azeite a partir da azeitona é ainda baseada em métodos
tradicionais, embora nos ultimos anos tenha havida uma maior automatizacdo deste
processo.?

Apos colheita da azeitona, ao fim de 5-6 meses de crescimento, a mesma é lavada
para remocao de folhas e fragmentos indesejados do solo recolhidos aquando da
colheita da azeitona.® Nesta primeira etapa, a mistura da azeitona com a agua podera
dificultar posteriormente a eficacia da extracao, dada a possivel formacao de emulsées
6leo/agua.t Além disso, a lavagem reduz o amargor e a pungéncia, com consequente
reducéo do sabor frutado do azeite, pelo que, por vezes, néo é efetuada.?*

O processamento propriamente dito do fruto s6 se inicia com a moagem ou
esmagamento do mesmo (moenda) para promover o rebentamento celular e a libertacao
do 6leo para extracdo.?* Nesta etapa poderdo ser utilizados dois tipos de moinhos: o
tradicional, de pedra, e o0 moinho de martelos.?! No primeiro caso, a moagem € mais
lenta, dificultando a formacdo de emulsbes oOleo/dgua, bem como a elevacdo da
temperatura a valores que poderiam adulterar o produto.?! Contudo, o moinho de
martelos é considerado mais rentavel, uma vez que tem uma velocidade de moagem
mais elevada, mas pode, no entanto, conduzir a sistemas emulsionados bem como a
elevadas temperaturas.?*

A pasta resultante deste Ultimo processo é posteriormente submetida a um
processo de batedura, por 30 a 60 minutos, a uma temperatura entre os 26,6 e os 30
°C, conhecido como malaxacgdo, onde é pretendido destruir os sistemas emulsionados
formados aquando da moagem, aumentando assim as gotas de Oleo
consideravelmente.® %

Por fim, é realizada a extracdo do azeite.® Esta extracéo é realizada normalmente
por pressédo (método tradicional), ou por centrifugas decantadoras.?* Nestas Ultimas, a
pasta é sujeita a uma centrifugagcédo com velocidades compreendidas entre 1200 e 1500

rpm, ocorrendo a separacdo do mosto oleoso dos residuos sélidos.?

11
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Posteriormente, este mosto (mistura de azeite e 4gua) sofre centrifuga¢cdo numa
centrifuga vertical, separando-se por fim o azeite da &gua (4guas rugas).®

O acondicionamento do produto final é feito imediatamente ap6s a produc¢éo no
caso dos azeites de elevada qualidade, sendo que os que apresentem uma qualidade
inferior sdo ainda submetidos a novas etapas de processamento como a refinagdo ou a

mistura com azeites virgens.®

3.2. Fatores que Influenciam a Qualidade do Azeite

A qualidade do azeite ja ndo é apenas analisada tendo em conta as propriedades
organoléticas finais, mas sim tendo igualmente em conta a composi¢cdo quimica do
produto obtido.® Desta feita, nas Gltimas décadas, o interesse por perceber a influéncia
dos compostos fendlicos presentes no azeite na qualidade deste, tem vindo a
intensificar-se.®

Desde o crescimento e colheita da azeitona até ao acondicionamento do azeite
produzido e consumo do mesmo, varias sdo as alteracdes no perfil fendlico e
consequentemente na qualidade do produto, com o aparecimento ou desaparecimento
de alguns dos compostos e/ou degradacgio de outros.® Existem ainda outros fatores que
tém influéncia direta na composi¢cdo em compostos fendlicos do azeite, nomeadamente
a variedade da azeitona, o indice de maturacao (verificando-se um decréscimo nestes
compostos em estados avancados de maturacao), possiveis infestacées (por exemplo,
pela mosca Dacus Olea) e até mesmo o clima (uma mais rapida maturacdo como a
verificada em paises mais quentes, promove um enriquecimentos nestes compostos).*?

Geralmente, azeites produzidos a partir de frutos em estados de maturagdo
intermédios tém uma maior concentracdo em secoiridoides, comparativamente a outros
produzidos com frutos em indices de maturacdo mais tardios.'* A oleuropeina é o
secoiridéide mais comum na azeitona recém colhida, mas esta sofre degradacdo ao
longo do tempo, obtendo-se hidroxitirosol, que é um indicador da perda de qualidade
do azeite produzido.®

Também os métodos de processamento influenciam a qualidade do azeite, onde
se destacam os processos de malaxacdo e centrifugacdo.’® No que diz respeito a
malaxacéo, se esta ndo for realizada totalmente na auséncia de oxigénio, podera ocorrer
a degradacdo de determinados compostos fendlicos.?! Por sua vez, durante a

centrifugacdo em centrifugas decantadoras poderdo ocorrer perdas significativas de

12
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compostos fendlicos por dissolucdo na &gua utilizada neste processo com a
consequente perda de qualidade do azeite.'?

O perfil em &cidos gordos podera afetar igualmente a qualidade do azeite visto
gue azeites ricos em &cido oleico e palmitico possuem normalmente uma maior

estabilidade oxidativa.'*

3.3. Composicao Quimica do Azeite

Entende-se por azeite toda e qualquer gordura, obtida diretamente do fruto da
oliveira (azeitona), liquida a temperatura de 20 °C.'® Apresenta-se como um liquido
oleoso, limpido e sem depdsito, com um odor sui generis, cuja cor pode oscilar entre
amarelo acastanhado ou amarelo-palha a um verde carateristico.®

Sao descritas diferentes notas sensoriais que conduzem ao carateristico sabor
deste produto, resumindo-se o sabor como um balanco entre o ‘verde’ e o frutado,
amargo e pungente, resultantes da presenca de compostos alifaticos C6 e dos seus
ésteres e a presenca de polifenéis.?!23

A composi¢cdo quimica do azeite é dividida em compostos maioritarios e
compostos minoritarios.°

No que toca aos compostos maioritarios, os triacilglicerdis representam mais de
98% do peso total do azeite.®

Por sua vez, aproximadamente 2% do seu peso corresponde a compostos
minoritarios, onde cerca de 230 compostos quimicos estao incluidos, tais como alcoois

triterpénicos e alifaticos, esterdis, hidrocarbonetos, compostos volateis e antioxidantes.®
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3.3.1. Triacilglicerdis/Triglicéridos

Os principais constituintes do azeite sdo os triacilglicerois (TAGs) (figura 4),
alcancando uma percentagem de 98% da massa de azeite.?

O H,C—O0—C—R;
Ri—C—0—CH &
H,C—O0—C—R;
(I)I

Figura 4 — Estrutura quimica de um Triacilglicerol (TAG). R1, Rz e Rs representam as cadeias alquilicas de acidos gordos

saturados, mono ou polinsaturados.

Os acidos gordos encontrados esterificados com o glicerol que ocorrem em maior
guantidade no azeite sdo os acidos palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico
(18:0), oleico (18:1) (figura 5), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), podendo ainda ser
encontrados os acidos miristico (C14:0), heptadecandico (margarico) e eicosandico
(gadoleico) em quantidades vestigiais.™ > Todavia, essa mesma composi¢cdo pode
variar de amostra para amostra, dependo da variedade, da zona de cultivo, da latitude,
do clima e do indice de maturacédo da azeitona.> ?* Na tabela 3 podemos observar a

percentagem de cada acido gordo permitida por lei no azeite.®

X O

OH

Figura 5 - Acido Oleico (acido octadec-9-endico) (C18:1) (isémero cis), reportado como o0 mais abundante em azeite
virgem extra.

De acordo com a tabela 3, 0 azeite é caracterizado pela presenc¢a de uma elevada
propor¢do de acidos gordos insaturados (aproximadamente 85%) e uma baixa

proporcéo de acidos gordos saturados (aproximadamente 14,5%).2
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Tabela 3 - Carateristicas do azeite — valores percentuais permitidos por lei para os principais acidos gordos encontrados.
(adaptado de 6:19)

Valores permitidos
Acido Gordo por Lei
%

Acido Miristico — n-Tetradecanoico (C14:0) <0,05
Acido Palmitico — n-Hexadecanoico (C16:0) 7,5-20,0
Acido Palmitoleico — Hexadec-9-enoico (C16:1) 0,3-35
Acido Heptadecanoico (C17:0) <0,3
Acido Heptadec-9-enoico (C17:1) <0,3
Acido Esteérico — n-Octadecanoico (C18:0) 0,5-5,0
Acido Oleico — Octadec-9-enoico (C18:1) 55,0 -83,0
Acido Linoleico — Octadeca-9,12-dienoico (C18:2) 3,5-21,0
Acido Linolénico — Octadeca-9,12,15-trienoico (C18:3) <1,0

O &cido oleico um &cido gordo monoinsaturado (MUFA) é o &cido gordo que
aparece em maior percentagem, entre 56 a 83% para essa porg¢do.!

Contém ainda uma importante quantidade de acido linoleico (C18:2) e uma
pequena quantidade de acido linolénico (C18:3), mas que sdo importantes do ponto de
vista nutricional, uma vez que sdo acidos gordos essenciais.*

Os TAGs encontrados em maiores proporces no azeite sdo os OO0 (40-59%),
POO (12-20%), OOL (12,5-20%), POL (5,5-7%) e SOO (3-7%) (sendo O — &cido oleico;
P — acido palmitico; L — &cido linoleico; S — acido estearico).?* Ndo estéo descritos TAGs
com apenas acidos gordos saturados, nem com apenas acidos gordos insaturados.?*
Também néo estéo descritos TAGS cuja posi¢do 2 seja ocupada por acido estearico ou
palmitico.?*

Mas condi¢bes de armazenamento do azeite poderdo aumentar a presencga de

diacilgliceréis (em concentracdes entre 1 a 2,8%) originados por reacées hidroliticas.?*

3.3.2. Pigmentos

A coloracdo verde e amarela carateristica do azeite deve-se a substancial
presenca de pigmentos naturais, nomeadamente clorofilas e carotenos.?*

A clorofila é encontrada essencialmente sob a forma de feofitina, sendo a feofitina

a a mais predominante, com concentracdes entre os 3,3 e 0os 40 ppm.1 24
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Os carotenos presentes no azeite sdo a luteina e o B-caroteno, podendo ainda
haver vestigios de xantofilas na fracdo carotenoide.?* O B-caroteno podera ser
encontrado em concentracdes entre os 0,3 e os 4,4 ppm, enquanto a luteina apresenta
uma concentracéo inferior, na ordem dos 1,4 ppm.*

As concentracdes destes compostos sao influenciadas pela variedade e indice de
maturacdo da azeitona, sua zona de producdo e consequente processo de extracdo do
azeite, bem como pelas condicdes de armazenamento.?* Em azeite produzido com fruto
em estado de maturacao inicial, a feofitina a pode atingir até 42% do teor em pigmentos,
enguanto em azeites produzidos com azeitona em estado de maturacdo avancado, a
luteina apresenta-se em maior percentagem, atingindo até 61% da composi¢cdo em
pigmentos.®

As clorofilas e os carotenos apresentam fungfes diferentes nos processos de
peroxidacdo lipidica, atuando a clorofila como um pro-oxidante (dada a sua funcéo
fotossintética, na presenca de luz, converte o oxigénio tripleto (30,) em singleto (*O2*),
jA o B-caroteno extingue o oxigénio singleto (*O.*) originado.! Sdo atribuidas aos

pigmentos carotenoides as funcdes provitaminicas e anti-ulcerosas.?®

3.3.3. Compostos Fendlicos

Na constituicdo do azeite encontram-se varios compostos em quantidades
pequenas. Dentro desses compostos encontram-se os compostos fendlicos.?® Estes
compostos estdo relacionados com atividade bioldgica, atividade antioxidante e a
estabilidade do azeite pois reagem com os radicais lipidicos.?® Em termos de estrutura
possuem sempre um anel aromatico e, pelo menos, um substituinte hidroxilo.*? S&do
muitas vezes denominados por polifendis, no entanto tal denominacao esta errada pois
nem todos 0s compostos fendlicos do azeite s&o poliidroxifendlicos, como por exemplo
o tirosol que apenas contém um Unico grupo hidroxilo.*?> Os compostos fendlicos s&o

classificados em duas categorias:

e Lipofilicos, como os tocoferéis;
¢ Hidrofilicos, como os alcoois e acidos fendlicos, flavondides, lignanos e

secoiridoides;

16
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3.3.3.1. Tocoferodis

Os tocoferois, comummente designados de Vitamina E sdo compostos lipidicos
considerados como 0s mais importantes antioxidantes a nivel biolégico, dada a sua
capacidade de prevencdo da peroxidacdo lipidica das membranas celulares e
lipoproteinas. Para além da sua bioatividade, estes promovem a estabilidade do azeite
durante os processos de armazenamento e processamento (por exemplo, fritura),
protegendo-o da degradacdo oxidativa.! Tanto em alimentos como nos sistemas
biolégicos, observa-se um efeito sinérgico na atividade antioxidante dos tocoferéis na
presenca de outros antioxidantes, nomeadamente de polifendis.t 2

Os tocoferois sdo compostos metilados derivados do tocol?’ e sio nomeados com
os prefixos q, B, y € 6, dependendo do numero e posi¢do dos grupos metilo fixados na
estrutura do anel cromanol.?-3 O ndmero e posicdo do grupo metilo no tocol influencia
a sua atividade a nivel biol6gico, sendo o a-tocoferol (figura 6) a forma mais ativa in

vivo.30

R1 Rz | Tocoferol
-CHz | -CHs | a-tocoferol
-CHs | -H | B-tocoferol

-H | -CHs | y-tocoferol

-H -H | &-tocoferol

Figura 6 - Estrutura quimica de um Tocoferol.

No entanto, uma vez que todos os tocoferdis apresentam atividade antirradicalar
semelhante, a atividade antioxidante dos tocoferéis em alimentos vai depender da
estrutura fisico-quimica destes fenois, nomeadamente da presenca de metais, da sua
concentracdo e das condicdes de processamento a que estes sdo submetidos.?” 3!
Aquando a adicdo de um tocoferol a determinado substrato podera ainda verificar-se
uma atividade pro-oxidante a partir de determinadas concentracées.®!

O a-tocoferol é a forma predominante no azeite, compreendendo cerca de 90%
do teor em tocoferéis®, podendo encontrar-se na literatura concentragées maximas de
300 ppm.* 32 Durante os processos de producdo do azeite, a colheita da azeitona, a
refinacdo e a hidrogenacéo sdo apontadas como as principais causas para a diminui¢cao
dos niveis de tocoferol* 2%, perdendo-se entre 30 a 40 % de tocoferdis e tocotrienois?,
podendo haver igualmente uma perda substancial deste composto j& apés o

acondicionamento do azeite, dada a sua sensibilidade a luz e ao ar.*
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3.3.3.2.  Alcoois Fendlicos

O hidroxitirosol (2-(3,4-diidroxifenil)etanol — (3,4-DHPEA)) (figura 7A) e o tirosol
(2-(p-hidroxifenil)etanol - (p-HPEA)) (figura 7B) séo descritos como 0s principais alcoois
fendlicos presentes no azeite virgem.® 3* 3% A par destes, é ainda encontrado no azeite
virgem um derivado do hidroxitirosol, o acetato de hidroxitirosol (etanoato de (3,4-
diidroxifenil)etilo) (figura 7C).3> 3¢

A B

HO OH OH
C
HO o)K

Figura 7 - Estrutura quimica dos Alcoois Fendlicos e derivado: hidroxitirosol (A); tirosol (B); acetato de hidroxitirosol (C).

Os alcoois fenodlicos tém a particularidade de ser encontrados essencialmente em
frutos da familia Oleaceae.?

Estes compostos apresentam uma baixa concentracdo em azeites com pouco
tempo de armazenamento, verificando-se um aumento da mesma com o aumento do
tempo de prateleira.® Desta feita, a concentragdo de hidroxitirosol em azeite € um dos
indicadores da idade do azeite.!! Este aumento deve-se a hidrélise dos secoiriddides
que contém 3,4-DHPEA e p-HPEA na sua estrutura molecular.® %7

Os alcoois fendlicos apresentam atividade biolégica como antioxidantes,

antitumorais e antiaterosclerotica.3® 3°
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3.3.3.3. Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sédo compostos quimicos com uma estrutura basica de C6-C1
(&cidos benzoicos) (figura 8) e C6-C3 (&cidos cinamicos) (figura 9).% 1

COOH R1 R, | Acido Fenélico

-OCHs -H Acido Vanilico

Rq R, -OCHs | -OCH3 | Acido Siringico
OH

Figura 8 - Estrutura quimica de Acidos Benzoicos.

COOH R: | R. | Rs| Acido Fendlico
7 H | -H |-H| Acido Cinamico
-H | -OH | -H | Acido p-Cumarico
-OH | -OH | -H | Acido Cafeico

Figura 9 - Estrutura quimica de Acidos Cinamicos.

Apesar de serem componentes minoritarios, estes acidos, tais como acido
vanilico, cafeico, siringico, p-cumarico, o-cumarico, protocatecuico, sinatico e p-
hidroxibenzoico historicamente foram os primeiros a ser identificados no azeite virgem.®
No azeite, o teor em &cidos fendlicos é frequentemente mais baixo do que 1 mg kg de

amostra.!

3.3.34. Flavonoides

Na composicdo fendlica do azeite virgem tem sido descrita a presenca de
flavonoides, tal como a luteolina e a apigenina.® Um flavonoide consiste normalmente
num anel benzénico (A) condensado com um heterociclico de seis lados (C) que possui
um grupo fenilo (B) como substituinte na posicdo 2 (figura 10).%> 4 Compdem uma
familia de aproximadamente 4000 compostos, constituindo o grupo de fendis vegetais
mais comum e mais largamente distribuido nas plantas com capacidade antioxidante.**

43 Estes compostos sdo responsaveis pela cor de frutos, flores e folhas.*°
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SO

Figura 10 - Estrutura quimica de um Flavonoide.

Os flavonoides, para além de terem atividade antioxidante, em muitos alimentos
apresentam diversas funcbes bioquimicas e farmacoldgicas, nomeadamente anti-
inflamatdrias, anti-oxidativas e anti-carcinogénicas, bem como anti-trombéticas e anti-

plaguetarias. ! 42 44.45
3.3.3.5. Lignanos
Os ultimos compostos fendlicos a serem isolados e identificados em azeite virgem

foram os lignanos?. Os mais frequentes no azeite sdo o (+)-1-acetoxipinoresinol, o (+)-

1-pinoresinol e o (+)-1-hidroxipinoresinol (figura 11).% 46

R1 Lignano

-OCOCHs3 | (+)-1-acetoxipinoresinol

-H (+)-1-pinoresinol

-OH (+)-1-hidroxipinoresinol

Figura 11 - Estrutura quimica dos Lignanos.

Os lignanos sdo produtos naturais bastante conhecidos, pois encontram-se
amplamente distribuidos no reino vegetal, com mais de 200 compostos identificados.*’
Hipoteticamente, qualquer planta capaz de produzir lignina apresentara lignanos, dada
a probabilidade de apresentar enzimas capazes de fazer a ligacdo entre as duas
unidades fenilpropanoides constituintes do mesmo.“®

Estruturalmente, estes compostos fendlicos sdo biossintetizados a partir de
unidades fenilpropanoides (C6-C3) (alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico) por dimerizacéo e acoplamento oxidativo.*’: 48

Os lignanos apresentam diversas atividades biolégicas, nomeadamente
antitumoral, antimitética e antiviral.*” 4 Nas plantas, estes compostos apresentam

capacidades anti-helminticas e antifingicas contra diversos parasitas, tais como a

20



FCUP | ICBAS | 21

Teor em Antioxidantes de Azeites Extra Virgens Monovarietais Portugueses

Forsythia spp.®® No azeite virgem, o (+)-1-pinoresinol (estruturalmente mais simples,
composto por um dimero de éalcool coniferilico)*® é descrito como o lignano mais

abundante.!

3.3.3.6. Secoiridbéides

Os polifendis presentes em maior concentracdo no azeite sdo os secoiridoides.
Estes sdo uma subclasse dos iridéides obtidos por clivagem do anel ciclopentano na
ligacdo 7,8 e sdo restritos a familia Oleaceae.*

Na azeitona, os secoiridoides mais importantes séo a oleuropeina (figura 12A) e

o ligstrésido (figura 12B), podendo atingir até 14% do peso seco desta.

A

Figura 12 - Estrutura quimica da Oleuropeina (A) e seu Ligstrésido (B).

No entanto, no azeite os secoiriddides mais abundantes sao os derivados da
oleuropeina obtidos por hidrdlise catalisada por p-glicosidase aquando do processo de
extracdo)?* 5! como o 3,4-DHPEA-EA (elenoato de hidroxitirosilo) (figura 13B) e o 3,4-
DHPEA-EDA ou oleoceina (forma dialdeidica do elenoato de hidroxitirosilo) (figura
13A).%%:38:51 Qutro secoiriddide presente no azeite em grande quantidade é o oleocantal
(p-HPEA-EDA) (figura 13C) que deriva do ligstrésido aglicona.® >3 Um outro derivado
do ligstrésido aglicona presente em quantidades vestigiais no azeite € o p-HPEA-EA
(figura 13D).?
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B

~
o” O
Figura 13 - Estrutura quimica dos Secoiriddides: 3,4-DHPEA-EDA (A); 3,4-DHPEA-EA (B); p-HPEA-EDA (C); p-HPEA-
EA (D).

Estes compostos influenciam em grande, parte, as propriedades sensoriais
caracteristicas quer do azeite (conferindo-lhe um perfil pungente, amargo e picante),
quer da prépria azeitona® e conferem ao azeite uma resisténcia elevada a auto-
oxidac&o e a foto-oxidacdo.® >

A quantidade e a composicdo em secoiriddides no azeite é varidvel de amostra
para amostra, dependendo do estado de maturacgéo e da variedade da azeitona.?® >

Os secoiridéides derivados do hidroxitirosol apresentam uma elevada atividade
antioxidante no azeite, apresentando o 3,4-DHPEA-EDA e o 3,4-DHPEA-EA uma
capacidade antioxidante®, 5 a 7 vezes superior a do a-tocoferol.

Para além da capacidade antioxidante, estes secoiridoides apresentam também
bioatividade, nomeadamente anti-inflamatoria, antiaterosclerética e antimicrobiana.® "
52,56 JA& os derivados do tirosol ndo apresentam atividade antioxidante nos alimentos,
mas tem sido descrita importante bioatividade. No caso do oleocantal, o seu efeito anti-

inflamatério € semelhante ao do ibuprofeno (anti-inflamatério néo esteroide).>
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3.4. Alegacédo de saude

A dieta mediterranea e o consumo de azeite tém sido associados em diversos
estudos de longevidade e ao risco reduzido de morbimortalidade.®” O uso do azeite
como principal gordura nesta dieta é frequente nos paises do sul da Europa, sendo 0s
efeitos da sua ingestéo, ja conhecidos desde a antiguidade, somente atribuidos ao alto
teor em acido oleico desta substancia.®’

Contudo, estudos recentes atribuem ao azeite novas propriedades farmacol6gicas
e nutricionais, nomeadamente atividade antioxidantes, antinflamatérias e
antimicrobianas.®” *® Estes efeitos sdo atribuidos a fracdo fendlica do azeite, onde se
destacam as formas livres e associadas derivadas das estruturas dos secoiriddides de
hidroxitirosol e tirosol.5" %8

Dada a importancia destes compostos para o consumidor, a Autoridade Europeia
de Seguranca Alimentar (EFSA) autoriza que a informacao relativa a presenca destes
compostos/substancias/nutrientes, bem como o0s seus beneficio(s) para a saude de
guem o0s consome seja veiculada através de alegacdes nos rétulos e/ou informacobes
promocionais do produto em quest&o.*®

O Regulamento (UE) N°. 432/2012 da Comissao Europeia de 16 de maio de 2012
define a lista de alegacdes de saude permitidas nos alimentos, sendo que para o azeite
as referidas alegacdes dizem respeito aos seus polifendis e vitamina E (a-tocoferol), ao
acido oleico presente, bem como aos 4cidos gordos monoinsaturados e polinsaturados
(tabela 4).%8

Tabela 4 - Alegacdes de saude e condigdes de uso autorizadas pela EFSA e presentes no Regulamento (UE) Ne°.
432/2012 da Comisséo Europeia de 16 de maio de 2012 relativas ao azeite e respetiva substancia ao qual devem estas

ser associadas. (adaptado de *°)

Substancia Alegacéo Condicdes para o uso da alegacéo

L A alegacdo deve ser usada somente em
A substituic@o de| ) .
alimentos cujo teor em &cidos gordos
gorduras saturadas por

Acidos Gordos ) insaturados seja alto, conformo referido na
) gorduras insaturadas na
monoinsaturado | o alegacao “HIGH UNSATURED FAT” presente
dieta contribui para a
s elou . . | no anexo do Regulamento (CE) N°.
. manutencdo dos niveis
poliinsaturados 1924/2006.

normais de colesterolno | , )
Acidos Gordos Monoinsaturados - 245%°%
sangue. o
Acidos Gordos Insaturados - 270%%°
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Acido Oleico

de

gorduras saturadas por

A substituicdo

gorduras insaturadas na
dieta contribui para a
manutencdo dos niveis
normais de colesterol no
sangue.

O é&cido oleico é um

A alegacdo deve ser usada somente em
alimentos cujo teor em &cidos gordos
insaturados seja alto, conforme referido na
alegacgao “HIGH UNSATURED FAT” presente
no anexo do Regulamento (CE) N°.
1924/2006.

Acidos Gordos Monoinsaturados - 245%°%

acido gordo insaturado.

A alegacéo deve ser usada apenas em

azeites que contenham no minimo 5 mg de

e seus derivados (por

Os polifendis do azeite | hidroxitirosol

o contribuem para a | exemplo, oleuropeina e tirosol) por cada
Polifenois do . .
" protecdo ao  stress | 20 g de azeite. De modo a ser suportada a
azeite
oxidativo nos lipidos | informacéo da alegacédo, devera ser fornecido
presentes no sangue. ao consumidor informagdo relativa ao
beneficio do consumo diario de 20 g de
azeite.
A alegacdo deve ser usada apenas em
alimentos que tenham no minimo uma fonte
de vitamina E, como referido na alegacéo
. . A vitamina E contribui | “SOURCE OF (NAME OF VITAMIN/S)
Vitamina E

para a protecdo celular | AND/OR (NAME OF MINERAL/S) presente

(a-tocoferol)

contra o stress oxidativo. | no anexo do Regulamento (CE) N°.
1924/2006.
Porcdo média fornecida pelo alimento -
275 ppm®!

Todas as alegagdes presentes nos produtos deverdo ser de facil compreenséo
para o consumidor, demonstrando ao mesmo, os efeitos benéficos e nutricionais do
alimento, baseado em evidéncias cientificas.>?

As alegacbes de saude nos diferentes produtos constituem atualmente uma
importante alavanca em questfes de marketing, aumentando a vontade de compra no
consumidor, dando-lhe igualmente a confianga em relacdo a alta qualidade do produto,
justificando, por vezes, o alto preco apresentado.®®

Todavia, a problematica atual reside na falta de métodos técnico-cientificos de
execucdo simples, definitivos e de facil acesso aos diversos produtores oleicolas para

a determinacao dos teores em determinadas substancias quimicas presentes no azeite,
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nomeadamente polifendis.>® Tal problematica constitui um entrave a disponibilizacéo

das alegacGes de salde nos azeites produzidos.®®
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4. Oxidacao Lipidica

Os alimentos contendo lipidos sofrem oxida¢do quando em contacto com o ar,
resultando numa diminuigdo do valor nutricional e numa deterioragdo qualitativa e
sensorial do produto, com a formacgdo de odores e sabores indesejados (como, por
exemplo, o ranco) (figura 14).62%

OOH OH o

H—lCi—R' R—ﬁ—H
(0] O OH O
Aldeido Aldeido Alcool secundario Cetona

Figura 14 - Decomposicao dos hidroperéxidos em compostos secundarios volateis.

Também em sistemas biolégicos, a oxidacdo dos compostos lipidicos tém
requerido a atengéo de inumeros investigadores dada a associagéo destes fendmenos
e consequente formacdo de espécies radicalares de oxigénio com 0 processo de

envelhecimento, cancro, aterosclerose e inflamac&o.5*

4.1. Auto-oxidacao

O processo de auto-oxidacdo é composto por trés etapas elementares: iniciacao,
propagacdo e terminacdo.®* A etapa de iniciacdo é caracterizada pela formacdo de
radicais livres a partir da abstragdo de um H de um &cido gordo presente num alimento
(equacéo 1). J4 a propagacdo é caraterizada pela reacdo desses mesmos radicais, com

0 oxigénio atmosférico (O2) com consequente formacgdo de hidroperoxidos (equagdes 2
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e 3), e, por fim, a terminacgéo é caraterizada pela formacao de produtos ndo radicalares
(equacles 4,5 e 6).2 ¢

Iniciacéo
O,, hv, metais, A .
Propagacéao
. rapido .
R+0O > ROO
2 2
. lento .
RH + ROO > ROOH +R @3)

Terminagéo

R+R > RR (@)
R + ROO' > ROOR +R (5)
ROO + ROO' » ROOR + 0O, ©)

Na etapa de iniciacdo, a perda do hidrogénio dos compostos lipidicos (RH) pode
ser causada pela presenca de metais, radiacdo ou calor, resultando dessa rea¢do um
radical lipidico (R-).5® % Por sua vez, esse radical, na etapa de propagacio, reage com
o oxigénio formando radicais alquilperoxilicos (ROO-).5* ¢” Ainda nesta etapa, o radical
peroxilo (ROO-) reage novamente com os compostos lipidicos (RH), dando origem a
hidroperéxidos (ROOH) (produtos primarios da auto-oxidacdo).®* " Na etapa final, a de
terminacdo, a reacdo entre produtos radicalares formados, lipidicos e alquilperoxilicos

(R- e ROO-) conduzem a formac&o de produtos néo radicalares estaveis.5% 64 67. 68

4.2. Foto-oxidacao

Os processos de foto-oxidagdo provocam a deterioragdo dos azeites, dada a
presenca de pigmentos na sua composicdo tais como a clorofila e a feofitina
(fotossensibilizadores).? ® Embora estes compostos possam atuar como antioxidantes

na auséncia de luz, na presenca de luz atuam como pré-antioxidantes.?
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Durante os processos de foto-oxidacdo, os sensibilizadores (Sens) absorvem

radiacdo visivel ou UV-préxima, sendo convertidos ao seu estado excitado de singleto.?

Por sua vez, estes sdo posteriormente convertidos na sua forma excitada de tripleto

(3Sens*) (equacéo 7).?

hv

'Sens

» 1Sens* » 3Sens*

(7)

Por sua vez, estes reagem de duas formas distintas com o substrato lipidico (RH),

dependendo se sao sensibilizadores Tipo | (equacgbes 8 e 9) ou do Tipo Il (equacdes 10

e 11):2

Sensibilizadores Tipo I: o sensibilizador em estado excitado (3Sens*),
reage diretamente com o substrato lipidico (RH), formando radicais por
transferéncia de &tomos de hidrogénio ou por transferéncia eletrénica.? Os
radicais intermediarios formados poderdo interagir agora com o0 oxigénio
em estado tripleto (30.), formando radicais hidroperdxilos. Sdo moléculas
gue quando ativadas pela radiacédo, reagem diretamente com o substrato
lipidico que, por sua vez, consegue reagir com 0 oxigénio (equacdes 8 e
9);?

3Sens* + RH > [Intermediario] @®)

L

[Intermediério]l + 30, > ROOH + 'Sens 9)

Sensibilizadores Tipo Il: o sensibilizador em estado tripleto (3Sens*)
transfere a energia para o oxigénio em estado tripleto (30y),
transformando-o em oxigénio singleto (*O2) que, por sua vez, pode vir a
reagir com o substrato lipidico, originando hidroperoxidos (equacdes 10 e
11).2

3Sens* + 30, > 1Sens* + 10,* (10)

'0,* + RH

> ROOH (11)
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5. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias que prolongam a durabilidade dos alimentos,
protegendo-os contra os processos de oxidagdo.®®

Os antioxidantes podem ter varios mecanismos de a¢édo, nomeadamente inibir os
radicais livres, complexar os ibes metalicos capazes de catalisar rea¢cbes de oxidagcéo
lipidica, ou captar o oxigénio.?® S&do ainda classificados como antioxidantes primarios e

antioxidantes secundarios, de cordo com o seu modo de a¢do:®

e Antioxidantes priméarios — atuam como bloqueadores das reacdes de
oxidacao lipidica em cadeia por reacdo com os radicais lipidicos de
elevada energia, convertendo-os em produtos termodinamicamente mais
estaveis;?

e Antioxidantes secundarios — atuam por outro mecanismo que nao o de

reagir com os radicais lipidicos.?®

Os compostos fendlicos séo classificados como antioxidantes primarios dada a
sua capacidade em reagir com radicais lipidicos por doacédo de um atomo de hidrogénio

(equacbes 12 a 15).28

ROO + AH > ROOH + A’ (12)
RO + AH > ROH +A’ (13)
ROO + A’ > ROOA (14)
RO + A’ > ROA (15)

A energia de ativacéo destas reacdes esta diretamente relacionada com a energia
de dissociacdo das ligacGes A-H e R-H.?® Contudo a eficiéncia antioxidante dos
compostos aumenta com a diminuicéo da resisténcia A-H.?®

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos advém do facto de os radicais
fenoxilo, ao doarem o H aos radicais lipidicos, formarem radicais que séo estabilizados

pela deslocalizacdo do eletrdo desemparelhado ao longo do anel aromatico (figura 15).28
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OH g RH O O o) 1)
R R R R R

Figura 15 - Estabilizag&o do radical fenodxilo por deslocalizagéo eletronica (R = grupo alquilo).

Os compostos fendlicos, por si s6, sdo inativos, no entanto a substituicdo nestes
com grupos alquilo nas posic¢des 2, 4 e/ou 6 aumenta a densidade eletrénica no seu
grupo hidroxilo por um efeito indutivo, conduzindo, deste modo, a um aumento da
reatividade com o radical lipidico. Todavia, quando estes grupos alquilo séo volumosos
diminuem a reatividade do radical formado por impedimento estereoquimico.

Desta feita, a atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta diretamente
relacionada com a estabilidade por ressonancia dos radicais fenéxilo formados.
Normalmente, a presenca de um segundo grupo hidroxilo, particularmente na posicao
orto, conduz a um aumento da atividade antirradical das moléculas. Este aumento pode
ser explicado pela possibilidade do radical formado vir a ser estabilizado por uma ponte
de hidrogénio (figura 16) ou pela sua capacidade de fornecerem mais um hidrogénio
gue pode neutralizar mais um radical, com a producdo de moléculas ndo radicalares,

logo néo reativas.

Derivados do 1,2-hidroxibenzeno

0---H
o o) OH
OH OH
OH o R R 0

e S

R R'OO" R'OOH R

Quinona
ROO"
ROO'H

0
)

Quinona

R

Figura 16 - Mecanismo de atuacao dos antioxidantes catecdlicos.
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A baixa incidéncia em doencas cardio e neurovasculares nos paises
mediterranicos, onde a principal gordura consumida é o azeite, tem levado a
investigacdo do potencial papel protetor dos compostos fendlicos presentes no azeite
contra este tipo de patologias.

As caracteristicas fisico-quimicas do azeite virgem extra séo ditadas por diversos
fatores tais como as condic¢des de cultivo, a colheita da azeitona e o modo de extragdo.
Além destes, o indice de maturacdo do fruto colhido e a variedade de oliveira utilizada
na sua obtencdo tém-se mostrado fatores determinantes na qualidade do produto,
influenciando a quantidade de compostos fenélicos do mesmo.

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar pela primeira vez o
conteudo em antioxidantes, tanto tocoferdis como polifendis, de azeites virgem extra
monovarietais de origem portuguesa, obtidos a partir das variedades Carrasquenha,
Cobrancosa, Cordovil, Galega, Madural e Verdeal, provenientes do territério nacional:
Norte Alentejano e Reguengos de Monsaraz (Herdade do Esporéo) e Tras-os-Montes,
Vila Flor (Acushla, S.A.), jA embalados e prontos para comercializagéo.

De modo a verificar se os azeites analisados se encontravam em boas condicoes,
avaliou-se o nivel de oxidacdo e a acidez dos mesmos.

Para além da avaliacdo do conteido em antioxidantes, pretendeu-se igualmente
avaliar qual o impacto do indice de maturacéo no contetudo destes compostos fendlicos.

Por dltimo, determinou-se a composicdo em 4cidos gordos dos azeites
monovarietais de modo a perceber qual a influéncia desta composicédo no contetido em
antioxidantes dos mesmos.

Dada a importdncia dos compostos antioxidantes para a estabilidade,
caracteristicas organoléticas e qualidade nutricional dos azeites produzidos, espera-se
gue o conhecimento do conteddo em antioxidantes dos varios azeites monovarietais
venha a ser utilizado na selecédo das variedades a utilizar na manutencéo e cultivo de
novos olivais com vista a produgdo de azeites de elevada qualidade com a possivel
rotulagem contendo a alegacgéo de saude. De facto, as alegac¢des de saude atribuidas
azeites ricos em polifendis é uma importante alavanca de marketing em paises como 0s
Estados Unidos, uma vez que aumentam a disposi¢cdo do consumidor para pagar por

um produto de valor acrescentado.
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1. Materiais

Todos os solventes usados nas extracdes eram de qualidade “Puro” e os usados
nas cromatografias em coluna, UHPLC e GC-FID foram de qualidade “Para Andlise
(PA)’” da Merck®, Sigma Aldrich® ou da Fluka®. Além dos solventes utilizados,
adquiriram-se comercialmente 0s seguintes compostos:

e Hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol), Seprox Biotech®

e Tirosol (p-hidroxifeniletanol), Sigma Aldrich®

e Acetato de hidroxitirosol 99% (etanoato de 2-(3,4-hidroxifeniletilo)), Seprox
Biotech®

e Acido siringico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico), Sigma Aldrich®

e o-tocoferol 97%, Sigma Aldrich®

o Eter dietilico 99.9%, Panreac®

e Etanol 99,8%, Fisher Chemical®

e Trifluoreto de boro:complexo trifluoreto de boro-metanol (52:52, m/m)
(BF3-2CH30H), Alfa Aesar®

e Acido butirico 99%, Alfa Aesar®

e Acido linoleico 60-74%, Sigma Aldrich®

e Acido oleico 99%, Sigma Aldrich®

e Acido estearico 99%, Griffin & George®

e Palmitato de metilo 95%, Acros Organics®

e Caprato de metilo 98+%, Acros Organics®

e Miristato de metilo 99%, Acros Organics®

e Laurato de metilo 96%, Acros Organics®

Utilizou-se para a analise dos compostos purificados, a cromatografia em camada
fina (TLC) e a ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN) e de carbono (*3C-
RMN).

Nas purificagBes por cromatografia em coluna utilizou-se gel de silica 0,040-0,063
mm (Merck®).

As placas de TLC usadas na identificacdo dos compostos foram de gel de silica
em suporte de aluminio 60 S254 (Merck®).

A revelacgdo das placas de TLC foi efetuada de dois modos:

e Irradiacdo de Luz UV-Vis;

e Exposicéo a vapor de ..
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Os espectros de 'H-RMN e ¥C-RMN foram tracados usando acetona deuterada
(Eurisotop®) como solvente, num espectrometro digital de Ressonancia Magnética
Nuclear a 400 MHz (Bruker Avance Ill 400).

As analises por UHPLC foram efetuadas num cromatégrafo Vanquish® (Thermo
Scientific®), uma coluna C18 LiChrospher® 100 RP-18, 5um, 250 mm x 4 mm (Merck®),
acoplados a um detetor UV-Vis de fotodiodos Vanquish® (Thermo Scientific®) e a uma
bomba quaternaria Vanquish® (Thermo Scientific®).

As analises por CG-FID foram realizadas num cromatografo Perkin Elmer®
modelo "Clarus 480 Gas Chromatograph", equipado com uma coluna BPX70 da SGE®
especifica para FAMEs.

1.1. Obtencao e descricdo das amostras de azeite

Todas as amostras de azeite analisadas eram compostas por azeite do tipo extra
virgem monovarietal, armazenado em recipientes de vidro ambar e prontos para
comercializagao.

Foram gentilmente cedidas para analise trinta amostras de seis variedades
distintas — Carrasquenha, Cobrancosa, Cordovil, Galega, Madural e Verdeal — sendo
vinte e quatro delas provenientes da Herdade do Esporéo, regido do Alto Alentejo, e
seis provenientes da Quinta do Prado (Vila Flor), regido de Tras-os-Montes (exploracéo
oleicola da Acushla, S.A.).

As diferentes colheitas e consequente producéao foram efetuadas entre outubro de
2018 e janeiro de 2019 (conforme descrito na tabela 5), a partir de fruto em cinco estados
de maturacao distintos (IM1, IM2, IMs, IMa4, IMs), tendo as amostras sido armazenadas

nos recipientes originais a 4 °C até analise.
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Tabela 5 - Semanas de colheita das diferentes amostras e respetivo indice de maturagéo.

Data de Colheita Semanas indice de Maturag&o (IM)

22/10/2018 — 26/10/2018 1 -

29/10/2018 — 09/11/2018 2-3 IMy
12/11/2018 — 24/11/2018 4-5 IM;
26/11/2018 — 30/11/2018 6 -

03/12/2018 — 14/12/2018 7-8 IM3
17/12/2018 — 04/01/2019 9-10 IM4
07/01/2019 — 18/01/2019 11-12 IMs

Nota: As semanas 1 e 6 ndo foram consideradas neste estudo dado o baixo nimero de amostras recolhidas para esses

periodos, nao tendo sido atribuido indice de maturagcao as mesmas.

1.2. Compostos Fenolicos

O hidroxitirosol, tirosol, acetato de hidroxitirosol e acido siringico (acido 4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzdico) a utilizar como padrées foram adquiridos comercialmente (Sigma
Aldrich®). Todavia, os polifendis oleuropeina, 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA foram
isolados a partir de folhas de oliveira (Olea Europaea L.) devido ao preco muito elevado
destes compostos no mercado

As folhas foram colhidas durante 0 més de novembro (ap6s colheita da azeitona),
na regido de Tras-os-Montes e transportadas para o laboratério imediatamente em
caixas abertas, ao abrigo da luz, sem presséo fisica, de modo a evitar o trauma das
mesmas. ApOs a chegada ao laboratério, processaram-se imediatamente as folhas

termicamente.

1.2.1.ExtracGes de oleuropeina de folhas de Olea europaea L.

Para a extracdo de oleuropeina, colocaram-se as folhas na estufa, em caixa
aberta, a 41 °C, durante 24 horas. Terminado esse periodo, as mesmas foram
maceradas em etanol durante 5 dias. Filtrou-se o extrato por gravidade e evaporou-se
0 solvente sob presséo reduzida a uma temperatura ndo superior a 30 °C.

Dissolveu-se o0 extrato em 300 mL de uma solucdo de acetona/agua (50:50, v/v),
lavou-se sucessivamente com 6 porcdes de 300 mL de n-hexano e depois extraiu-se

com 6 porgdes de 300 mL de acetato de etilo. Secou-se a fase organica resultante com
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sulfato de sédio anidro e evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzida a uma
temperatura ndo superior a 30 °C.

Efetuou-se a purificagdo do produto final por cromatografia em coluna de gel de
silica 0,040-0,063 mm (Merck®), usando como eluente uma solucdo de
cloroférmio:metanol (4:1, v/v). A purificacdo foi monitorizada por cromatografia em
camada fina (TLC) utilizando o mesmo eluente e revelou-se por irradiacdo de luz UV-
Vis e por exposi¢éo a vapor de |.. Evaporou-se o solvente a pressao reduzida e a uma
temperatura inferior a 30 °C. O produto obtido foi identificado por *H RMN e por **C RMN

como sendo oleuropeina.

IH RMN (CDsOCD,, 200 MHz): & 7,46 (s, 1H, C=CO-H), 6,74 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H),
6,73 (d, 1H, “J =2,0 Hz, Ar-H), 6,51 (dd, 1H, 3J = 8,0 Hz, %J = 2,0 Hz Ar-H), 6,01 (g, 1H,
3) = 7,1 Hz, C=C-H), 5,92 (d, 1H, “J = 1,3 Hz, O-CH-0), 4,84 (d, 1H, J =7,5 Hz, Hlcw),
4,65-4,20 (6H, C-OH), 4,12 (m, 2H, CH»-0), 3,96 (m, 1H, CH-C=), 3,67 (s, 3H, CHa-
C=C), 3,40 (m, 5H, CH-OH), 3,07 (s, broad, 2H, OH), 2,74 (t, 2H, J = 7,0 Hz, Ar-CHy),
2,70 (dd, 1H 2J = 14,3 Hz, 3J = 4,0 Hz, CHa-C=0), 2,39 (dd, 1H, 2J = 14,3 Hz, 3= 9,5
Hz CH,-C=0), 1,66 (dd, 3H, 3J= 7,1 Hz, 4J = 1,3 Hz, CH3-C=C-C) ppm.

13C RMN (CDsOCD;, 50,3 MHz): 171,6 (CH2-C=0);, 167,2 (=CH-C=0), 154,2 (C=CH-
0), 145,7 (Cis Ar-0), 144,5 (C17 Ar-O), 130,4 (Cis Ar-CHy), 130,3 (C=CH-CHa), 124,1
(CHs-CH=C), 121,1 (Ci9 Ar-H), 116,8 (Cis Ar-H), 116,1 (Cis Ar-H), 109,14 (=CH-O),
100,6 (CHOH-CH-0), 94,6 (O-CH-O-CH=C), 77,9 (CH-OH), 77,6 (CH-OH), 74,5 (CH-
OH), 71,4 (CH-OH), 66,1 (CH2-OCO), 62,8 (CH,-OH), 51,5 (COO-CHs), 40,7 (CH,-C=0),
35,0 (Ar-CHy), 31,4 (CH-CH,-C=0), 13,5 (CH3) ppm.
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1.2.2.Extracao de 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA de folhas de

Olea europaea L.

Para a extracdo do 3,4-DHPEA-EDA e do 3,4-DHPEA-EA, colocaram-se as folhas
na estufa, a 41 °C, em sacos fechados sob vacuo, durante 24 horas. Apos esse intervalo
de tempo, maceraram-se as folhas em etanol durante 5 dias, ao abrigo da luz. Filtrou-
se 0 extrato por gravidade e evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzida a uma
temperatura nao superior a 30 °C.

Dissolveu-se o extrato com 300 mL de uma solucéo de acetona/agua (50:50, v/v),
lavou-se sucessivamente com 3 porgdes de 200 mL de n-hexano e extraiu-se com cinco
por¢cBes de 300 mL de cloroférmio. Secou-se a fase orgéanica recolhida com sulfato de
sédio anidro e evaporou-se 0 solvente sob presséo reduzida a uma temperatura nao
superior a 30 °C.

Purificou-se o produto final por cromatografia em coluna de gel de silica 0,040-
0,063 mm (Merck®) utilizando como eluente uma solucéo de éter dietilico/metanol (35:1,
v/v). A purificacdo foi monitorizada por cromatografia em camada fina (TLC) utilizando
0 mesmo eluente e efetuou-se a revelacao por irradiacédo de luz UV-Vis e por exposicao
a vapor de l.. Obtiveram-se duas fragcdes que apOs evaporacdo do solvente foram
identificadas por *H RMN como sendo 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA.

e RMNdo 3,4-DHPEA-EDA

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 9,63 (s, 1H, Hi7), 9,19 (d, Ji312 = 2,0 Hz, 1H, Hus), 6,78
(d, Js2 = 8,0 Hz, 1H, Hs), 6,71 (d, Js = 2,0, 1H, He), 6,64 (q, Jis.16 = 6,8 Hz, 1H, Hus),
6,59 (dd, J25 = 8,0, J26= 2,0 Hz, 1H, Hy), 4,22 (M, 1H, Hea), 4,17 (M, 1H, Hay), 3,62 (dlt,
1H, Hi1), 2,93 (dd, J = 18,4, 1H, Hiz), 2,76 (M, 1H, H1za), 2,78 (M, 2H, H7), 2,70 (dd, 1H,
Hi0a), 2,60 (dd, J = 15,6, 1H, Hiob), 2,05 (d, J16.1s = 7,2 Hz, 3H, His) ppm.
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13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 200,61 (Cys), 195,47 (C17), 171,58 (Co), 154,91 (C1s),
143,17 (Cs), 142,79 (Cs), 142,50 (c14), 130,11 (c1), 120,82 (C,), 115,83 (Cs), 114,85 (Ca),
64,86 (Cs), 45,88 (C12), 36,61 (C10), 33,92 (C7), 26,85 (Cy1), 14,96 (C16) ppm.

e RMNdo 3,4-DHPEA-EA

'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 9,67 (s, 1H, Hisa), 9.54 (d, J = 1,4 Hz, 1H, Hae), 7,55 (S,
1H, Haiza), 7,50 (d, J =1,2 Hz, 1H, Hiap), 6,74 (d, J = 8,0, 1H, H3), 6,73 (d J = 1,9 Hz, 1H,
Hs), 6,57 (dd, J =8,0,J=1,9 Hz, 1H, H2), 4,57 (qd, J =6,7, J =5.7 Hz, 1H,H14), 4,20 (m,
2H, Hs), 3,66 (s, 3H, Hig), 3,37 (m, 1H, Ha1), 2,84 (dd, J = 1,9 Hz, 1H, Hica), 2,76 (t, J =
7,1 Hz, 2H, Hy), 2,65 (m, 1H, His), 2,35 (m, 1H, Him), 1,55 (d, J = 6,8 Hz, 1H, Hi7a), 1,38
(d, J=6.7 Hz, 1H, Hi7) ppm.

3C RMN (CDCl5,100 MHz): & 200,80 (Ci), 172,10 (Co), 167,50 (Cis), 155,40 (Cu3),
144,90 (C4), 144,60 (Cs), 116,00 (Cs), 130.20 (C1), 120.80 (C>), 116,70 (Cs), 107,50 (C12),
71,40 (Ci4), 65,80 (Cg), 54.70 (Cis), 51,40 (C19), 37,50 (C10), 34,90 (C7), 27,20 (C11),
19,40 (C17) ppm.
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1.3. Analises preliminares efetuadas aos azeites
1.3.1.indice de Acidez

A determinacao da acidez no azeite foi realizada recorrendo a pesagem rigorosa
de 5,0 g de amostra para um matraz de 100 mL, aos quais se adicionaram 25,0 mL de
solucao de éter dietilico/etanol para sua dissolucao. Apos este passo, foram adicionadas
algumas gotas de indicador de fenolftaleina (2 g / 100 mL de etanol). Procedeu-se a
titulagdo da mistura com uma solugdo de hidréxido de sédio 0,05 M (previamente
padronizada com solugéo de acido cloridrico 0,1000 M).

Calculou-se a acidez expressa em acido oleico de acordo com a equagao 16,

V XCxM
10 xm

Acidez = (16)
onde V é o volume, em mL, da solucéo de hidréxido de sddio gasto na titulacdo de cada
amostra, C é a concentracao da solucao de hidroxido de sédio, M é a massa molecular
relativa do acido oleico (282,4614 g mol'') e m a massa, em g, de azeite pesado em

cada amostra.

1.3.2.indice de Peréxidos

Para a determinacdo do indice de peréxidos recorreu-se a uma titulacédo
iodométrica. Este método baseia-se na reacéo dos hidroperéxidos e outros peroxidos
com o ido iodeto em meio 4cido, dando origem a iodo, que pode ser titulado com

tiossulfato de sodio na presenca de amido (equacgfes 17 e 18).

ROOH + 2H™ + 2KI » |, + ROH + 2K* + H,O (17)

|2 + 2N328203 > Na28406 + 2Nal (18)

Pesaram-se aproximadamente 0,500 g de azeite para matrazes de 100 mL e
adicionaram-se a cada uma das amostras 5,0 mL de solucdo de acido acético
glacial/cloroférmio (3:1, v/v). Procedeu-se a agitacdo para dissolucdo completa das
amostras. Adicionaram-se 0,5 mL de solu¢éo saturada de iodeto de potassio, agitou-se

a mistura e armazenou-se imediatamente ao abrigo da luz durante 1 minuto. No final
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desse periodo de tempo adicionaram-se 10 mL de agua desionizada. Procedeu-se a
titulacdo da mistura com solugdo aquosa de tiossulfato de sédio 1,00 x 10 M, sob forte
e constante agitacéo, utilizando cozimento de amido como indicador.

O indice de perodxidos (IP) foi calculado recorrendo a equacgéo 19, sendo o seu

valor expresso em miliequivalentes de oxigénio por quilograma de azeite.

1000 x (V- Vq) xC
m

IP = (19)
onde V é o volume, em mL, da solugéo padréo de tiossulfato de sodio gasta na titulacao
de cada amostra, Vo € 0 volume, em mL, da solugcéo de tiossulfato de sodio 0,001 M
gasta na titulacdo do branco, C é a concentracdo em M, da solucéo de tiossulfato de

sédio utilizada na titulacdo e m é a massa, em g, de azeite pesado em cada amostra.

1.4. Determinagdo dos compostos fendlicos nos azeites

1.4.1.Obtencao dos fendis por extracdo em fase solida (SPE)

A extracdo de compostos fendlicos presentes no azeite iniciou-se com a pesagem
de 25,0 g de amostra para um matraz de 100 mL, aos quais adicionaram-se 100 pL de
solucdo metandlica padrao de 4cido siringico 0,25 mM. Aguardou-se a evaporac¢ao do
solvente a temperatura ambiente e dissolveu-se em 60 mL de n-hexano. De seguida,
transferiu-se a amostra dissolvida em hexano para uma coluna de SPE Discovery®
DSC-Diol, da Supelco®, acondicionada previamente com 60,0 mL de metanol, seguidos
de 60,0 mL de n-hexano. Fez-se passar mais 60,0 mL de n-hexano pela coluna.

Extrairam-se os compostos fendlicos retidos na coluna com 150,0 mL de metanol
diretamente para um baldo de fundo redondo de 250,0 mL e evaporou-se o solvente sob
presséao reduzida a uma temperatura inferior a 30 °C.

Adicionou-se ao extrato fendlico resultante da extragdo em fase solida (SPE) 2,50
mL de solugéo de metanol/agua desionizada (1:1, v/v) e 1,0 mL de n-hexano e agitou-
se no vortex durante 1 minuto.

Apos alguns minutos de repouso para separacao das fases, a por¢do metandlica
foi transferida para tubos de microcentrifuga de 2,0 mL e sujeita a uma nova
centrifugacdo a 6000 rpm durante 5 minutos. Recolheu-se o sobrenadante e filtrou-se
através de um filtro GHP Acrodisc de 13 mm de didmetro com 0,2 um de poro (PALL®)

para um vial de 2,0 mL.
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1.4.2.0btencdo dos fendis por extracdo liquido-liquido (Método
COI/T.20/Doc No 29/Rev.1 2017)%°

Procedeu-se a pesagem de aproximadamente 2,0 g de azeite para um tubo
Falcon® de 10,0 mL e adicionou-se 1,0 mL de solucdo metandlica padréo de &cido
siringico 7,569 x 10° M. Agitou-se a amostra no voértex durante 30 segundos e
posteriormente adicionaram-se a esta 5,0 mL de solucéo de metanol/agua (80:20, v/v).
A amostra foi novamente agitada no vortex durante 1 minuto e, terminado esse tempo,
colocada em banho de ultrassons a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Centrifugou-se a amostra em tubos Falcon® a 5000 rpm durante 25 minutos e recolheu-
se 0 sobrenadante, filtrando este através de um filtro GHP Acrodisc de 13 mm de

didmetro com 0,2 um de poro (PALL®) para um vial de 2,0 mL.

1.4.3.Determinacdo de compostos fendlicos presentes nos extratos
por UHPLC

Tanto os polifendis obtidos por SPE como por extracdo liquido-liquido foram
analisados por Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia (UHPLC) utilizando um
cromatoégrafo Vanquish® (Thermo Scientific®), uma coluna C18 LiChrospher® 100 RP-
18, 5um, 250 mm x 4 mm (Merck®), acoplados a um detetor UV-Vis de fotodiodos (DAD)
Vanquish® (Thermo Scientific®) e a uma bomba quaternaria Vanquish® (Thermo
Scientific®).

Fixaram-se como comprimentos de onda de dete¢cdo 280 nm para compostos
fenolicos e 335 nm para flavonoides, utilizou-se um volume de injecdo de 10 pL e um
fluxo de eluicdo de 1 ml min™. As amostras foram mantidas a 10 °C até a sua inje¢éo no
sistema e foram eluidas a 30 °C, num tempo total de analise de 70 minutos. Utilizou-se
como fase mével uma mistura de agua desionizada/acido acético (99:1, v/v) (eluente A)
€ uma mistura de metanol/acetonitrilo (1:1, v/v) (eluente B), segundo o gradiente da
tabela 6.
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Tabela 6 - Gradiente de eluentes utilizados para determinacéo de compostos fendlicos individuais por UHPLC.

Tempo / min Eluente A (%) Eluente B (%)
ETAPA DE EQUILIBRIO
10 95 5
CORRIDA
0 95 5
25 70 30
35 65 35
40 60 40
50 30 70
55 0 100
70 0 100

Os diferentes compostos fendlicos presentes no extrato foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo com os tempos de reten¢éo obtidos para solugbes
padrdo contendo 0s mesmos compostos

A gquantificacéo dos varios polifendis foi efetuada a partir de retas padréao obtidas
com os compostos fendlicos obtidos comercialmente ou com os obtidos a partir das
folhas de oliveira. Para o efeito, efetuaram-se retas de calibracdo para os seguintes
compostos: HyTy, Ty, HyTyAc, 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA e Oleuropeina. A
guantificacdo dos secoiridéides derivados do tirosol foi efetuada utilizando a reta de
calibracdo do Ty. A quantificacdo de outros secoiriddides derivados do HyTy foi efetuada

utilizando a reta de calibracdo da oleuropeina.

1.5. Determinagédo de a-Tocoferol e de y-Tocoferol presentes no
azeite por UHPLC"®

De modo a proceder a determinacdo de a-tocoferol e de y-tocoferol presentes no
azeite pesaram-se 0,500 g de azeite para um tubo Falcon® de 10,0 mL e dissolveram-
se com 5 mL de isopropanol, agitando-se vigorosamente. Filtraram-se
aproximadamente 2,0 mL do azeite dissolvido por um filtro GHP Acrodisc de 13 mm de
didametro e 0,2 um de poro (PALL®) para um vial de 2,0 mL.

Analisou-se a amostra por Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia

(UHPLC), utilizando um cromatégrafo Vanquish® (Thermo Scientific®), uma coluna C18
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LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, 250 mm x 4 mm (Merck®), acoplados a um detetor UV-
Vis de fotodiodos (DAD) Vanquish® (Thermo Scientific®) e a uma bomba quaternaria
Vanquish® (Thermo Scientific®).

Nas condi¢cdes cromatograficas estabeleceu-se um comprimento de onda de
detecdo de 292 nm e um volume de injecdo de 10 pL. O fluxo de eluicdo foi de 1 mL
mint. Mantiveram-se as amostras a 30 °C até a sua injecdo no sistema, eluindo-se a
mesma temperatura, num tempo total de analise de 20 minutos. Como fase mével foi
utilizado metanol (eluente A) e acetonitrilo (eluente B), segundo o gradiente registado
na tabela 7.

Tabela 7 - Gradiente de eluentes utilizados para determinagéo de a-tocoferol por UHPLC.

Tempo / min Eluente A (%) Eluente B (%)

ETAPA DE EQUILIBRIO

10 50 50
CORRIDA

0 50 50

20 50 50

A identificacdo cromatografica do a-tocoferol e do y-tocoferol foi feita por
comparagdo com o tempo de retencdo de uma solucdo padrao contendo a-tocoferol
padrdo e de uma outra contendo y-tocoferol e quantificaram-se estes a partir de retas

de calibracao efetuada com este mesmo a-tocoferol e y-tocoferol padrao.

1.5.1. Validacdo do Método

Com o intuito de avaliar se 0 método utilizado era eficaz na extracao do a-tocoferol,
foi preparada uma série de amostras segundo o método de adi¢do de padrdo, sendo
estas posteriormente analisadas por UHPLC.

Para tal, pesaram-se 5 amostras distintas em tubos Falcon® de 10,0 mL e
dissolveram-se com 5 mL de isopropanol, agitando-se vigorosamente. A estas amostras
foram adicionadas aliquotas de 50, 100, 150, 200 e 300 pL de uma solucéo stock de a-
tocoferol com a concentracdo de 0,00385 M. Adicionou-se isopropanol de modo a
completar os 5,0 mL de solvente e agitaram-se os tubos vigorosamente para dissolucao

da amostra. Filtrou-se aproximadamente 2,0 mL desta solugdo por um filtro GHP
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Acrodisc de 13 mm de diédmetro e 0,2 um de poro para um vial de 2,0 mL. Cada amostra
foi analisada por UHPLC segundo as condi¢cfes cromatogréaficas constantes na secc¢ao
1.5.

1.6. Determinac&o da Composi¢cdo em Acidos Gordos do Azeite

A determinacdo da composi¢do em acidos gordos foi efetuada apés a obtencéo

dos seus ésteres metilicos (FAMES) por transesterificacdo com metanol (figura 17).

H,C—O0—C—R, HyC-0—C—Ry H,C—OH
| o) BF3-2CH30H o |
3CHOH + HC—O—C—R, ——» H;C-O—C—R, + HC—OH
o) A o)
H2C—O—9—R3 H3C_O_9_R3 H2C_OH
O 0
TAG FAMEs

Figura 17 - Reagao de formag&o de FAMEs por transesterificagdo dos acidos gordos.

Para o efeito, pesaram-se entre 150 e 200 mg de cada uma das amostras para
um tudo de hidrélise e adicionou-se, de seguida, 1,0 mL de metanol e 2,0 mL de solucdo
de trifluoreto de boro em metanol. Agitou-se o tubo para dissolucdo da amostra, fechou-
se e colocou-se em banho-maria a ebulicdo durante 10 minutos.

Arrefeceu-se em gelo o tubo de hidrélise contendo a mistura e adicionaram-se 5,0
mL de éter etilico. Transferiu-se a mistura para um funil de separacdo de 100 mL e
lavou-se duas vezes com solugéo saturada de cloreto de sédio (salmoura) e uma vez
com agua desionizada. Transferiu-se a fase etérea para um frasco de vidro, secou-se
com sulfato de sodio anidro e armazenou-se a -20 °C até a sua analise.

Analisaram-se os FAMEs por cromatografia gasosa com detecdo de ionizagdo de
chama (GC-FID), utilizando-se uma coluna DB Wax, 30 m x 0,53 mm i.d. x 1 ym, um
fluxo de azoto de 10 mL mint e o detetor a 205 °C. Utilizou-se o seguinte programa de
temperatura: 110 °C durante 5 minutos, aumentando, de seguida, para 200 °C a uma
velocidade de 3 °C min. O volume de injecéo foi de 1 pL.

A identificacdo dos diferentes acidos gordos foi efetuada por comparacdo dos
tempos de retencéo dos picos dos FAMESs provenientes das amostras com os dos picos

de solugbes padréo.
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1. Andlises preliminares efetuadas aos azeites

Antes de se proceder a andlise dos antioxidantes nos azeites, determinaram-se
os valores de acidez e de indice de perdéxidos nas amostras recebidas, de modo a
verificar as boas condigbes das mesmas. Sendo as amostras de azeite virgem extra
recentes, esperavam-se valores de acidez e de indice de perdoxidos muito baixos
(idealmente inferiores a 0,3% e 10, respetivamente), a ndo ser que tenham ocorrido

acidentes durante a extragdo, 0 armazenamento ou o transporte das mesmas.

1.1. indice de Acidez

Os valores de acidez, em percentagem de acido oleico, das amostras com
diferentes indices de maturagao, encontram-se registados na figura 18, agrupados por

variedade.

09 T
0,8 T
0,7 T
0,6 T
05 T

0,2
0,1 I
0
GAL COR COB CAR

VARIEDADE

ACIDEZ / % de &acido oleico

MAD VER

=M1 ®IM2 OIM3 OIM4 @IM5

Figura 18 - Valor de acidez das amostras de azeite de seis variedades diferentes e respetiva variagdo com o indice de
maturacao. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil; COB — Cobrangosa; CAR — carrasquenha; MAD — madural; VER

— verdeal).

Como é possivel observar, todas as amostras mostram uma média de indice de
acidez caracteristico de azeites virgem extra novos de grande qualidade, possuindo a

maioria deles acidez tdo baixa quanto 0,2%.
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O valor mais alto foi de cerca de 0,4% para as amostras da variedade Cordovil
(COR) de estados de maturacdo mais avancados (IM4). Segundo os dados do produtor
desta variedade, deveria ter resultado num azeite com uma acidez de 0,2%, sendo o
aumento deste valor influenciado pelo estado de maturacdo avancado.”* Todavia, o
valor obtido encontra-se muito abaixo do limite permitido por lei (0,80%), pelo que se

considera que todas as amostras estavam num bom estado de conservagéo.
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1.2. indice de Peréxidos

De modo a avaliar a extensdo da oxidacdo das amostras de azeite, foi
determinado o indice de perdxidos de cada uma delas. Desta forma, foi possivel verificar
se as amostras se encontravam dentro do valor permitido por lei para consumo e
também verificar se alguma delas apresentava uma degradacao oxidativa superior que
comprometesse as restantes analises.

Os valores médios do indice de peroxidos, em miliequivalentes de oxigénio por
quilograma de amostra (mEqg O kg™?) e respetivos desvios-padrdo estdo apresentados
na figura 19, agrupados por variedade (seis no total) e para os diferentes indices de

maturacao.

CAR MAD VED

GAL COR coB
VARIEDADE

=
o
|
1

azeite

INDICE DE PEROXIDOS / mEq O, kg
o B N W b U1 O N 0 ©

E[M1 ®IM2 OIM3 OIM4 @IM5

Figura 19 - Indice de peréxidos das amostras de azeite de seis variedades diferentes e respetiva variagdo com o indice
de maturacéo. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil; COB — Cobrangosa; CAR — carrasquenha; MAD — madural;
VER - verdeal).

Mais uma vez, é possivel verificar que todas as amostras analisadas
apresentavam um indice de perdxidos muito abaixo do limite permitido por lei (<20 mEq
0 kg?), variando entre 5 e 7,5 mEq O kg, de acordo com o esperado para azeites
extra virgem de qualidade.

Verificou-se assim, que todas as amostras recebidas encontravam-se em boas

condi¢des para o inicio do estudo.
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2. Determinacao de compostos fendlicos presentes no azeite

2.1. Compostos fendlicos

Para a determinacdo dos compostos fendlicos presentes nos azeites
monovarietais em estudo foram inicialmente isolados compostos a partir de folhas de
oliveira (Olea europaea L.) dado o seu elevado custo no mercado. Para tal foram
extraidos e purificados trés fendis utilizados posteriormente como padrdes na
determinagdo dos mesmos do azeite: oleuropeina, 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA.

No caso da extracdo da oleuropeina, partiu-se de uma massa de folhas de
aproximadamente 120 g, conseguindo obter no final, um extrato de aproximadamente
0,0552 g de composto puro, confirmado por *H RMN e UHPLC.

No que toca ao 3,4-DHPEA-EDA e ao 3,4-DHPEA-EA, iniciou-se a extracdo com
aproximadamente 350 g de folhas, sendo que, no final, obtiveram-se 0,1973 g de uma

mistura dos dois compaostos facilmente purificados.

2.2. Obtencao das retas de calibracao

A determinacdo de compostos fendlicos individuais presentes no azeite foi feita
recorrendo a analise por UHPLC de extratos obtidos por dois métodos diferentes:
extracdo por fase sélida (SPE) e extracdo liquido-liquido (Método COI/T.20/Doc No
29/Rev.1 2017).

Para a quantificacdo dos diferentes polifendis recorreu-se a retas padrao obtidas
com os compostos fendélicos existentes comercialmente ou com os obtidos a partir das
folhas de oliveira. Assim sendo, efetuaram-se retas de calibracdo para os seguintes
compostos: HyTy, Ty, HyTyAc, 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA e Oleuropeina (figuras
20 a 25 e tabelas 8 a 13).
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Figura 20 - Area do pico em func&o da concentracdo de HyTy e respetiva regresséo linear.

Tabela 8 - Regresséo linear da reta padrao do HyTy.

Composto Declive Ordenada na origem R?

Hidroxitirosol 23,3 x10° 0 0,9995

e Tirosol (Ty)
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Figura 21 - Area do pico em fung&o da concentragdo de Ty e respetiva regressao linear.

Tabela 9 - Regresséo linear da reta padrdo do Ty.

Composto Declive Ordenada na origem R?

Tirosol 12,5 x 103 0 0,9997
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e Acetato de Hidroxitirosol (HyTyAc)
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Figura 22 - Area do pico em funcéo da concentracdo de HyTyAc e respetiva regresséo linear.

Tabela 10 - Regresséao linear da reta padrao do HyTyAc.

Composto Declive Ordenada na origem R?
Acetato de Hidroxitirosol 22,5 x10° 0 0,9996
e Oleuropeina
16 T
14 1 d
12 1
© 10 T (®)
S 81 ©
\< 6 1 o
41 0
2T o
0 } } } } |
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03
[Oleuropeina] / M
Figura 23 - Area do pico em fungéo da concentracdo de Oleuropeina e respetiva regresséo linear.
Tabela 11 - Regresséo linear da reta padréo da Oleuropeina.
Composto Declive Ordenada na origem R?
Oleuropeina 18,2 x 103 0 0,9995
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e 3,4-DHPEA-EDA
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Figura 24 - Area do pico em fung&o da concentragio de 3,4-DHPEA-EDA e respetiva regresséo linear.

Tabela 12 - Regresséao linear da reta padréo do 3,4-DHPEA-EDA.

Composto Declive Ordenada na origem R?
3,4-DHPEA-EDA 26,6 x 10° 0 0,9995

o 3,4-DHPEA-EA
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Figura 25 - Area do pico em fung&o da concentracdo de 3,4-DHPEA-EA e respetiva regresséo linear.

Tabela 13 - Regresséo linear da reta padréo do 3,4-DHPEA-EA.

Composto Declive Ordenada na origem R?
3,4-DHPEA-EA 14,5 x 103 0 0,9997
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2.3. Determinacdo de compostos fendlicos presentes no azeite
extraidos por Extracdo Liquido-Liquido (Método
COI/T.20/Doc No 29/Rev.1 2017)

2.3.1.Determinacdo dos compostos fendlicos totais presentes no

azeite

Efetuou-se o isolamento dos fendis do azeite por extracdo liquido-liquido de
acordo com o método aconselhado pelo Conselho Oleicola Internacional (COI).

A analise por UHPLC destes extratos permitiu uma analise pormenorizada dos
diferentes compostos constituintes dos extratos obtidos.

Identificaram-se com precisao cinco compostos fenélicos por comparacao com
padrbes previamente injetados: hidroxitirosol (HyTy), tirosol (Ty), acetato de
hidroxitirosol (HyTyAc), 3,4-DHPEA-EDA (HyTy-EDA) e 3,4-DHPEA-EA (HyTy-EA)
(figuras 26 a 28).
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50 60 8.0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 220 240 26,0 28,0 30,0 32,0

Figura 26 - Cromatograma obtido por UHPLC com os respetivos picos do HyTy (A), Ty (B), Acido Siringico (C) e HyTyAc
(D).
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Figura 27 - Cromatograma obtido por UHPLC com o respetivo pico da Oleuropeina (A).
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Figura 28 - Cromatograma obtido por UHPLC com os respetivos picos do 3,4-DHPEA-EDA (A) e do 3,4-DHPEA-EA (B).

Efetuou-se a identificacdo do pinoresinol (Py), acetoxipinoresinol (PyAc),
oleocantal (p-HPEA-EDA) (Ty-EDA), do acetato de tirosol (TyAc) e do Ty-EA por
comparacao dos tempos de retengao obtidos com os tempos de retencdo descritos na
literatura.®

A partir das retas de calibracdo obtidas previamente, efetuou-se a quantificacédo
dos varios fendis (figura 29). No caso dos compostos derivados do hidroxitirosol para os
guais ndo existiam padrdes, utilizou-se a reta do HyTy para a sua quantificacdo. Para o
caso dos derivados do Ty, utilizou-se a reta padrao do Ty.

mUA

14,0

80

Figura 29 - Cromatograma obtido por UHPLC de um extrato fendlico obtido por extragao liquido-liquido a partir de azeite
extra virgem. Hidroxitirosol (A); Tirosol (B); Acetato de Hidroxitirosol (C); 3,4-DHPEA-EDA (D); Acetato de Tirosol (E);
Oleocantal (F); Pinoresinol (G); Acetoxipinoresinol (H); 3,4-DHPEA-EA (l); p-HPEA-EA (J).
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A concentragéo de fendis totais, em miligramas por cada quilograma de amostra,

analisada encontra-se na figura 30.
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Figura 30 - Concentragdo de compostos fendlicos presentes em amostras de azeite de seis variedades diferentes e
respetiva variagdo com o indice de maturagdo. Os valores de concentracdo sdo apresentados em miligramas de cada
composto por cada quilograma de amostra. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil;, COB — Cobrancosa; CAR —

carrasquenha; MAD — madural; VER — verdeal).

Analisando os resultados de todas as amostras extraidas por este método,
verificou-se que a concentracdo de fendis totais oscila entre os 325,95+16,40 e o0s
751,61+53,72 mg kg de azeite, dependendo da variedade e do indice de maturacdo
(IM) da amostra. Tendo em conta 0 mesmo indice de maturagéo, os valores menores
foram verificados para a variedade Carrasquenha (CAR). JA o valor mais alto foi
verificado para a variedade Verdeal (VER).

Comparando todas as amostras para o IM,, verificou-se que efetivamente a
variedade Carrasquenha (CAR) originou azeite com um conteddo em fendis
significativamente menor relativamente as outras variedades. Este facto pode ser uma
caracteristica desta variedade, mas uma vez que apenas existiu uma amostra
(determinacdo em duplicado) e ndo ha qualquer informacdo na literatura sobre o
contetdo em polifendis desta variedade, tem-se que obter mais amostras desta para
confirmar.

O valor elevado encontrado para os azeites monovarietais da variedade Verdeal
(VER) esta de acordo com o ja descrito na literatura por Garcia et al. (2012) que verificou

que esta variedade produz azeites com um alto teor de fendis.>® De acordo com Garcia
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et al. (2012), o teor fendlico de véarios azeites monovarietais portugueses apresentou
valores entre os 326 e os 1110 mg kg de azeite, intervalo no qual se inserem grande
parte das amostras estudadas, cujo valor maximo de concentracdo calculado é
751,61+53,72 mg kg*! de azeite.>® No entanto, é de salientar que apenas o azeite
monovarietal de Verdeal € comum aos dois estudos e 0s azeites monovarietais obtidos
por Garcia et al. tinham sido extraidos por uma unidade piloto de extragdo (Abencor).
Normalmente, azeites extraidos por estas unidades conseguem preservar melhor os
polifendis do azeite, produzindo azeites muito ricos em fendis. J& no caso em estudo,
as amostras eram de azeites monovarietais embalados prontos para expedi¢cdo em que
o tempo que decorre entre a extracdo e a embalamento € muito superior ao que
acontece numa unidade piloto e, por outro lado, no sistema piloto é também utilizada
muito menos agua durante a extragdo, evitando a diluicdo dos polifenéis nas aguas
rucas. Assim, espera-se que o conteudo em polifendis obtidos por estas unidades seja
superior ao encontrado em azeites comerciais. De qualquer modo, é de salientar o
elevado contetdo em polifendis destes azeites.

Relativamente a variacdo no conteudo em fendis com o indice de maturacao,
verificou-se que o comportamento variou de acordo com as variedades. Assim, nao
foram observadas diferencas significativas nos fendis totais para a variedade Cordovil
(COR), bem como para a variedade Cobrancosa (COB) ao longo da maturacdo. Ja os
azeites obtidos da variedade Galega (GAL) mostraram uma diminuicéo significativa do
contetdo em fendis do IM, para o IMs. Estas observacdes também se encontram de
acordo com o descrito por Garcia et al., em que observou diferentes comportamentos
dependendo das variedades, com apenas pequenas oscilacdes para o conteudo em
fendis dos azeites provenientes da variedade Carrasquenha (CAR), da variedade
Verdeal (VER) e da Bical ao longo dos indices de maturacdo, mas uma significativa
diminuicéo no caso da Negrucha.>®

Dado que a concentragdo de fendis totais é dada pela soma de todos os fenois
individuais, & provavel que o valor ndo sofra variacdes consideraveis, uma vez que a
possivel degradacédo de determinados fendis (por exemplo, os secoiriddides), ao longo
da maturagdo, originard outros quantificaveis (por exemplo, &lcoois fendlicos),
mantendo assim o valor de concentragéo total parcialmente fixa.

Os dados referentes as amostras processadas pela extracao liquido-liquido foram
ainda tratados de uma outra forma quanto aos valores de concentracdo de fendis totais.
De acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COIl), os valores de concentracdo de
fendis totais deveréo ser apresentados em miligramas de tirosol por cada quilograma de

azeite (mg Ty kg?) (figura 31).
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Figura 31 - Concentracdo de compostos fendlicos presente em amostras de azeite de seis variedades diferentes e
respetiva variagao com o indice de maturagdo. Os valores de concentragdo sdo apresentados em miligramas de tirosol
(Ty) por cada quilograma de amostra. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil;, COB — Cobrangosa; CAR —

carrasquenha; MAD — madural; VER — verdeal).

Quando apresentados em funcdo da massa de tirosol (conforme indicacdo do
COl), os valores de concentracdo de compostos fendlicos totais no azeite sofrem uma
diminuicdo, uma vez que o tirosol é o polifenol quantificado com a massa molar mais
baixa (M; = 138,16 g mol?). Todavia, esta alteracdo ndo implica uma discussado
divergente da feita anteriormente, pois verifica-se igualmente os valores maiores de
concentracdo para a variedade Verdeal (VER) (400,84+28,60 mg Ty kg de azeite) e os
menores para a variedade Carrasquenha (CAR) (139,93+0,33 mg Ty kg de azeite). E
de salientar que, apesar de recomendada, esta representacdo dos resultados conduz a
uma interpretacdo sempre por defeito dos mesmos, sendo a concentragdo apresentada

sempre mais baixa do que a que efetivamente é real.
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2.3.2.Determinacdo dos compostos fendlicos individuais

presentes no azeite

Para além do estudo da concentracao total de fendis no azeite, foi ainda estudada
a variacdo da concentracdo de cada um dos polifendis identificados, nas diferentes
variedades, para 0 mesmo indice de maturagéo (IM,) (figuras 32 e 33).
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Figura 32 - Concentragdo de cada um dos compostos fendlicos identificados (HyTy, Ty, HyTyAc, Py e PyAc) em amostras
de azeite de seis variedades diferentes no mesmo estado de maturacdo (IMz). Os valores de concentracdo séo

apresentados em miligramas de cada composto por cada quilograma de amostra.
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Figura 33 - Concentracéo de cada um dos compostos fendlicos identificados (Ty-EDA, TyAc, HyTy-EDA, Ol. + Ol. A.,
Ty-EA e HyTy-EA) em amostras de azeite de seis variedades diferentes no mesmo estado de maturagéo (IMz). Os valores

de concentracdo sdo apresentados em miligramas de cada composto por cada quilograma de amostra.
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Os azeites monovarietais estudados apresentaram baixos teores em alcoois
fendlicos e derivados (HyTy, Ty e HyTyAc) com uma variagao entre aproximadamente
3,17 mg kg e os 15 mg kg, e altos teores de secoiriddides (Ty-EDA, Ty-EA, HyTy-
EDA e HyTy-EA), aproximadamente entre os 28 mg kg e os 207 mg kg™.

A baixa prevaléncia de alcoois fendlicos e o elevado teor de secoiriddides pode
ser entendido como um fator de qualidade das amostras de azeite, carateristico de
azeites novos, dado que ainda ndo é significativa a degradacdo dos secoiriddides que
dariam origem aos alcoois fendlicos referidos.

No geral, e embora os azeites monovarietais provenientes das variedades Verdeal
(VER), Madural (MAD) e Galega (GAL) apresentem maior conteldo em HyTy-EDA,
todos o0s azeites monovarietais apresentam quantidades significativas deste
secoiridéide. Ja relativamente aos outros polifendis, observa-se uma grande variacédo
no seu conteudo dependendo da variedade que Ihe deu origem. Assim, os azeites
monovarietais provenientes de Verdeal (VER) e de Madural (MAR) apresentam
elevados contetudos em HyTy-EA, como referido, e em Ty-EDA, mas apenas a Verdeal
(VER) apresenta altos conteidos em pinoresinol (Py). Ja os azeites monovarietais
provenientes da variedade Galega (GAL) apresentam conteldos muito baixos em Ty-
EDA.

O principal polifenol encontrado no azeite monovarietal de Carrasquenha (CAR) é
0 HyTy-EA, em quantidades semelhantes ao azeite de Galega (GAL), mas possui
guantidades muito pequenas de Ty-EDA e HyTy-EDA. Enquanto que todos os azeites
monovarietais apresentaram conteidos em HyTy-EDA muito semelhantes, este azeite
guase que nao contém esse polifenol.

O estudo destas diferencas no perfil polifenélico dos véarios azeites monovarietais

podera entédo no futuro permitir distinguir as variedades que Ihe deram origem.
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2.4. Determinacdo de compostos fendlicos presentes no azeite
extraidos por Extracdo por Fase Sdélida (SPE)
2.4.1.Determinacdo dos compostos fendlicos totais presentes no

azeite

A extracdo dos compostos fenodlicos por SPE permitiu realizar a determinacgao
detalhada dos diferentes compostos fendélicos que estavam presentes nas diferentes
amostras de azeite. A sua analise por UHPLC originou cromatogramas detalhados tais
como o da figura 34.
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Figura 34 - Cromatograma obtido por UHPLC de um extrato fendlico obtido por extracédo por fase soélida a partir de azeite
extra virgem. Hidroxitirosol (A); Tirosol (B); Acetato de Hidroxitirosol (C); 3,4-DHPEA-EDA (D); Acetato de Tirosol (E);
Oleocantal (F); Pinoresinol (G); Acetoxipinoresinol (H); 3,4-DHPEA-EA (l); p-HPEA-EA (J).

Nos cromatogramas das amostras provenientes de SPE foi possivel identificar,
mais uma vez, com precisdo cinco compostos fendlicos por comparacdo com padrdes
anteriormente injetados: hidroxitirosol (HyTy), tirosol (Ty), acetato de hidroxitirosol
(HyTyAc), 3,4-DHPEA-EDA (HyTy-EDA) e 3,4-DHPEA-EA (HyTy-EA).

De acordo com a literatura existente, foi possivel ainda a identificacdo do
pinoresinol (Py), acetoxipinoresinol (PyAc), oleocantal (p-HPEA-EDA) (Ty-EDA), do
acetato de tirosol (TyAc) e do Ty-EA por comparacdo dos tempos de retengcdo obtidos

com os tempos de retencdo descritos.3®
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Recorrendo as retas de calibracdo obtidas previamente, quantificaram-se os
varios fendis (figura 34), calculando posteriormente a concentracdo de fendis totais (em
mg) por cada quilograma de amostra analisada (figura 35).

900 T
2
< 800 1 )
£
5 7071
= 600
O ——
=
0 500 +
oS
(3]
i S 400 + !
L £
w [
A 2 300 |
2
2
< 200 1
<
'E 100 | HI i
&
0 0
4 GAL COR coB CAR MAD VER
© VARIEDADE

m/M1 mIM2 OIM3 OIM4 @IM5

Figura 35 - Concentracdo de compostos fendlicos presente em amostras de azeite de seis variedades diferentes e
respetiva variagdo com o indice de maturagdo. Os valores de concentragdo sédo apresentados em miligramas de cada
composto por cada quilograma de amostra. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil; COB — Cobrancosa; CAR —

carrasquenha; MAD — madural; VER — verdeal).

Pela analise da figura 35, verifica-se que 0s extratos obtidos por extracado por fase
solida apresentam uma concentracdo total de fendis entre 140,14+0,70 mg kg* e
590,36+45,48 mg kg. Utilizando este método de extracdo, os azeites monovarietais de
Cordovil (COR) sao, no geral, aqueles que apresentam os valores mais altos, tendo
havido uma diminuicéo relativa do conteudo de polifendis para os azeites de Madural
(MAR) e Verdeal (VER), quando comparados com os valores obtidos pelo método de
extracao liquido-liquido (figura 30).

Utilizando este método verifica-se igualmente que o azeite monovarietal de
Carrasquenha é o que possui 0 menor contetido em polifendis.

A variacdo no conteudo em polifendis totais ao longo da maturagcdo para as
variedades Galega (GAL), Cordovil (COR) e Cobrancosa (COB) foi semelhante a obtida
utilizando a extracdo liquido-liquido, ou seja, nos azeites monovarietais de Cordovil
(COR) e Cobrancosa (COB) ndo se observam oscilagdes significativas ao longo do
tempo ao contrario do que se observa para a Galega (GAL), que que tem um diminui¢cao

significativa do IM» para o IMs e IMs.
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2.4.2.Determinacdo dos compostos fendlicos individuais

presentes no azeite

Foi ainda feita a andlise dos valores de concentracdo de cada um dos fendis
identificados e a sua variacdo entre variedades, no mesmo indice de maturacédo (IMz)
(figuras 36 e 37).
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Figura 36 - Concentracdo de cada um dos compostos fenolicos identificados (Hy Ty, Ty, HyTyAc, Py e PyAc) em amostras
de azeite de seis variedades diferentes no mesmo estado de maturacdo (IMz). Os valores de concentracdo séo

apresentados em miligramas de cada composto por cada quilograma de amostra.

300 T

250 T

-1 de amostra

200 T

150 T+

CONCENTRACAO / mg kg

100 T+

ol 1 I F ﬁleﬂ il

Ty-EDA TyAc HyTy-EDA Ol. + Ol. A. Ty-EA HyTy-EA
FENOL - IM,

OGalega OCobrancosa ®Cordovil OCarrasquenha ®Madural OVerdeal

Figura 37 - Concentracdo de cada um dos compostos fendlicos identificados (Ty-EDA, TyAc, HyTy-EDA, Ol. + Ol. A.,
Ty-EA e HyTy-EA) em amostras de azeite de seis variedades diferentes no mesmo estado de maturacéo (IMz). Os valores

de concentracéo sao apresentados em miligramas de cada composto por cada quilograma de amostra.
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Utilizando como método de extracdo a extragcao por fase soélida, verifica-se que os
extratos fendlicos finais apresentam algumas diferencas relativamente aos obtidos por
extracdo liquido-liquido. Os cromatogramas apresentam uma quantidade superior de
picos, sendo este método mais sensivel a determinados fendis ndo detetados ou
separados pelo método de extragdo liquido-liquido. Todavia, € de referir que a massa
de azeite utilizada para este método é aproximadamente 10 vezes superior a do anterior,
pelo que os extratos avaliados eram concentrados. No geral, este método de extracédo
mostrou ser adequado a extracdo de polifendis mais simples, mas ineficiente na
extracdo dos polifendis mais complexos pelo que o conteido em secoiridéides é
subestimado.
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3. Determinacdo de a-tocoferol e de y-tocoferol presentes no

azeite

A determinagé&o de a-tocoferol e de y-tocoferol presentes nas diferentes amostras

de azeite analisadas foi efetuada por UHPLC (figura 38), apés extragdo com metanol.
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Figura 38 - Cromatograma obtido por UHPLC de amostra de azeite e respetivos pico do y-tocoferol (A) e do a-tocoferol

(B).

Nos cromatogramas obtidos por UHPLC (tais como o da figura 38), podem ser

identificados um pico principal, com um tempo de retencdo de aproximadamente 8,0

minutos, correspondente ao a-tocoferol, antecedido de um com area menos significativa

com tempo de retencdo de aproximadamente 7,0 minutos, correspondente ao y-

tocoferol. Recorrendo as retas padrdo realizadas com padrdes (figura 39) com diferentes

concentracoes de a—tocoferol (figura 40 e tabela 14) e de y-tocoferol (figura 41 e tabela

15), determinou-se a concentracdo de cada composto em cada uma das amostras

(figuras 42 e 43).
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Figura 39 - Cromatograma obtido por UHPLC de uma solucéo padréo e respetivo pico de y-tocoferol (A) e a-tocoferol (B).
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Figura 40 - Area dos picos em funcéo da concentracéo de a-tocoferol e respetiva regresséo linear.

Tabela 14 - Regressao linear da reta padréo do a-tocoferol.

Composto Declive Ordenada na origem R?

a-tocoferol 14,6 x 103 0 0,9999
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Figura 41 - Area dos picos em fung&o da concentragéo de y-tocoferol e respetiva regressao linear.

Tabela 15 - Regresséo linear da reta padréo do y-tocoferol.

Composto Declive Ordenada na origem R?

y-tocoferol 16,5 x 103 0 0,9998

Os valores médios de concentragdo de a-tocoferol (figura 42) e de y-tocoferol
(figura 43) (e respetivos desvios-padrdo) apresentados para 0s VAarios azeites,
encontram-se agrupados pelas diferentes variedades e para os varios estados de

maturacao.
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Figura 42 — Concentracédo de a-tocoferol presente em amostras de azeite de seis variedades diferentes e respetiva

variacdo com o indice de maturagdo. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil; COB — Cobrangosa; CAR —
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Figura 43 - Concentracdo de y-tocoferol presente em amostras de azeite de seis variedades diferentes e respetiva
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variagdo com o indice de maturacdo. (variedades: GAL — galega; COR — cordovil; COB — Cobrangosa; CAR —

carrasquenha; MAD — madural; VER — verdeal).

Os valores obtidos de concentracao de a-tocoferol para as varias amostras
andaram a volta dos 537+73 ppm, enquanto os valores obtidos de concentracao de y-
tocoferol apresentaram-se numa média de 22,5+4,5 ppm.

Para o mesmo indice de maturacdo (IM.), as diferentes variedades analisadas

apresentam aproximadamente o mesmo teor de a-tocoferol, ndo se registando
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variagoes significativas entre as diferentes variedades, embora as amostras do azeite
monovarietal de Verdeal (VER) tenham mostrado conteddo em a-tocoferol
significativamente menor que todas as outras variedades no mesmo estado de
maturacdo. No que toca ao conteudo em y-tocoferol, para o mesmo indice de
maturacdo, registam-se variacdoes, sendo as amostras de azeite monovarietal de
Cordovil (COR) sdo as que apresentam 0 menor valor e as amostras de azeite
monovarietal de Galega (GAL) as que apresentam 0s maiores valores.

Curiosamente, o azeite que apresentou o maior conteudo em a-tocoferol foi
extraido da variedade Carrasquenha (CAR), provavelmente como forma de compensar
0 mais baixo conteado em polifendis apresentado. No entanto, como ja referido, sera
necessario o estudo de mais azeites monovarietais de Carrasquenha (CAR) para
confirmar o perfil em antioxidantes muito particular desta variedade.

Ao longo da maturacdo, foram observados comportamentos diferentes do
conteudo em a-tocoferol e em vy-tocoferol para trés dos azeites monovarietais
estudados.

Nas variedades Cordovil (COR) e Cobrancosa (COB), é possivel verificar que nao
houve alterac@es significativas na concentracdo em a-tocoferol ao longo da maturacao.
Contudo, apenas a variedade Cobrangosa (COB) nao regista variagdes no teor em y-
tocoferol ao longo dos diferentes indices de maturacdo. Na variedade Cordovil (COR) é
notodrio um decréscimo do teor em y-tocoferol com o avancgar da maturacao do fruto. Na
variedade Galega (GAL), nos trés indices de maturacéo fornecidos (IMz, IM4 € IMs), é
possivel verificar um decréscimo de aproximadamente 25% na concentracdo do o-
tocoferol com o aumento do indice de maturacdo. Deste modo, as alteracdes na
concentracdo em a-tocoferol ao longo da maturagdo mostrou ser dependente da
variedade estudada. O mesmo se verifica para a concentragdo em y-tocoferol.

Em azeites monovarietais obtidos muito prematuramente, a partir de azeitona
colhida em fim de setembro e inicio de outubro, observaram-se valores em a-tocoferol
muito elevados (até 500 ppm).>® No entanto, estes valores diminuem drasticamente a
partir de finais de outubro para valores abaixo dos 200 ppm.2? Assim, é de salientar que
os valores obtidos para a concentracdo de a-tocoferol séo significativamente superiores
aos encontrados até entdo em estudos semelhantes na literatura, sendo que, no
entanto, os valores de concentragdo de y-tocoferol se encontram dentro do esperado

para estes azeites.
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4. Determinacdo da Composicdo em Acidos Gordos

Efetuou-se a identificacdo dos varios FAMESs recorrendo a véarios padrdes previamente
obtidos (figura 44).
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Figura 44 - Cromatograma obtido por GC-FID com os respetivos picos dos FAMES caracteristicos do Acido Butirico —
C4:0 (A), Acido Céaprico — C10:0 (B), Acido Laurico — C12:0 (C), Acido Miristico — C14:0 (D), Acido Palmitico — C16:0
(E), Acido Esteérico — C18:0 (F), Acido Oleico — C18:1 (G), Acido Linoleico — C18:2 (H) e Acido Linolénico — C18:3 (1)

Apos a obtencédo dos FAMEs, o perfil em &cidos gordos nas diferentes amostras
de azeite foi determinado por GC-FID, obtendo-se cromatogramas tais como o0s da

figura 45.
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Figura 45 - Cromatograma obtido por GC-FID de uma amostra de FAMEs de azeite extra virgem contendo Acido
Palmitico — C16:0 (A), Acido Estearico — C18:0 (B), Acido Oleico — C18:1 (C), Acido Linoleico — C18:2 (D) e Acido
Linolénico — C18:3 (E).

Analisando os perfis cromatogréaficos das diferentes amostras, € possivel detetar
semelhancas significativas em todos eles, sendo detetaveis e quantificaveis os ésteres
metilicos dos quatro &cidos gordos que ocorrem em maior quantidade no azeite — o
acido palmitico (C16:0), o 4cido estearico (C18:0), o &cido oleico (C18:1) e o &cido
linoleico (C18:2) — bem como um outro minoritario — o acido linolénico (C18:3) (figura
46).
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Figura 46 — Perfil nos principais acidos gordos (percentagem) em func¢do da variedade. (acido gordo: C16:0 — acido

palmitico; C18:0 — acido estearico; C18:1 — acido oleico; C18:2 — &cido linoleico; C18:3 — &cido linolénico.

Em todas as amostras verifica-se a predominéncia do acido oleico (C18:1), sendo
0 acido gordo que apresenta a maior percentagem (em média 74,7%) na composicao
guimicas dos azeites analisados. Em segundo lugar, surge o acido palmitico (C16:0)
com uma percentagem média de 13,7% e em terceiro lugar o acido estearico (C18:0)
ou o acido linoleico (C18:2), dependendo da amostra, uma vez que algumas delas
possuem um maior teor em acido estedrico (média de 4,2%), enquanto outras tém um
maior teor de acido linoleico (média de 7,1%) (figura 46). A relacdo de grandeza entre a
percentagem de acido oleico e &cido palmitico encontra-se dentro do esperado para
azeites monovarietais portugueses, e de acordo com valores encontrados na literatura.®

Considerando os valores permitidos por lei para a percentagem de acidos gordos
no azeite extra virgem, 0s azeites monovarietais ndo apresentam discrepancia em
relacdo ao estipulado, encontrando-se dentro dos limites impostos por lei (tabela 3),
nomeadamente no que toca aos valores permitidos para o acido linolénico (C18:3), um
indicador de qualidade e autenticidade dos azeites estudados, com valores médios de
0,75% para as amostras analisadas.

Quando comparadas amostras da mesma variedade ao longo da maturagéo nao
se verificou alteracdes significativas nos teores de cada acido gordo havendo pequenas
oscilagbes quer positivas, quer negativas ao longo do tempo.

Tentou-se perceber ainda, se a composi¢cdo em acidos gordos poderia influenciar
o conteudo em polifendis, uma vez que estando estes implicados na protecdo dos

compostos lipidicos, poderiam ver a sua concentragdo diminuida no caso de azeites
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mais ricos em acidos gordos polinsaturados. Todavia, ndo foi registada qualquer relagédo
entre a composi¢cdo em acidos gordos e a composi¢ao nos diferentes polifendis.



V. Conclusdes
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Conclusoes e perspetivas futuras

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo quimica de diferentes amostras
de azeites extra virgens monovarietais portugueses de seis variedades diferentes
(Carrasquenha, Cobrangosa, Cordovil, Galega, Madural e Verdeal) de duas
proveniéncias diferentes (regido do Alto Alentejo e regido de Tras-os-Montes). A dita
caracterizacdo consistiu na quantificagcdo dos compostos fendlicos presentes no azeite,
bem como a determinacao do perfil em acidos gordos dos mesmos azeites. Foi ainda
feita uma andlise preliminar a todas as amostras, visando verificar o estado de
conservacao destes azeites, pela determinacgéo do indice de acidez e de peréxidos das
mesmas.

No que toca ao indice de peroxidos, todas as amostras apresentaram valores
bastante abaixo dos 20 mEq O kg, limite permitido por lei, com valores entre os 5 o0s
7,5 mEq O kg. Quanto a determinacgéo do indice de acidez, também todas as amostras
apresentaram valores abaixo do limite permitido por lei, 1,00%. A maior parte dos
azeites ndo ultrapassa o valor dos 0,2%, sendo que se registou valores a rondar os 0,4%
para azeites monovarietais provenientes da variedade Galega para indices de
maturacdo mais avancados. Este facto evidencia que o indice de maturacdo podera
influenciar o indice de acidez dos azeites. Uma vez que todas as amostras estavam
dentro dos limites permitidos por lei quer para o indice de acidez, quer para o indice de
peréxidos, efetuou-se a sua posterior analise aos restantes parametros descritos.

Determinou-se a composicdo em fendis das diferentes amostras por UHPLC,
tendo os extratos fendlicos sido obtidos por dois métodos distintos: extracdo por fase
solida (SPE) e extracdo liquido-liquido. Os dois métodos apresentaram diferencas no
gue toca a concentracdo em fendis totais, bem como no que toca a concentragédo de
fenois individuais. O método de extracdo liquido-liquido deu origem a uma maior
concentracdo de fendis individuais e consequentemente de fenais totais. A analise dos
extratos obtidos pela extragdo liquido-liquido revelou que os azeites monovarietais
continham 325,95+16,40 a 751,61+53,72 mg de compostos fendlicos por cada
guilograma de amostra, enquanto que o obtido pelo método de extracdo por fase sélida
revelou um contetido em fendis totais entre os 140,14+0,70 mg kg e 590,36+45,48 mg
kg™

A andlise dos diferentes compostos fendélicos permitiu ter a nocao de quais sao os
mais abundantes nos varios azeites monovarietais, denotando-se uma forte prevaléncia

de secoiridoides (e até lignanos, em algumas amostras), a par de baixos niveis de
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alcoois fendlicos e seus derivados (hidroxitirosol, tirosol ou acetato de tirosol). Esta
concluséo permitiu aferir que, em primeiro lugar, as amostras apresentam um estado de
conservacdo bom, dada a baixa degradacdo dos secoiriddides em alcoois fendlicos e,
secundariamente, os azeites extra virgens monovarietais analisados apresentam um
elevado teor em antioxidantes, conferindo uma elevada estabilidade ao produto, bem
como propriedades nutricionais excecionais.

Verificou-se para alguns azeites monovarietais que o indice de maturagao
influencia o valor dos fendis totais, havendo diminuicdes com o avancar da maturacao.
Essa variacdo € percetivel nas amostras das variedades Cordovil e Cobrancosa.
Verificou-se também a influéncia da variedade no perfil fendlico dos azeites
monovarietais, observando-se altos niveis de fendis para a variedade Verdeal e baixos
para a variedade Carrasquenha.

Em relagao ao teor em a-tocoferol, registaram-se valores médios de 537+73 ppm,
significativamente altos comparativamente aos valores até entdo encontrados para
estudos semelhantes em azeites extra virgens monovarietais, enquanto que para o y-
tocoferol registaram-se valores médios de 22,5+4,5 ppm, valores dentro do esperado
pela literatura.

Todas as amostras apresentavam perfis em &cidos gordos caracteristicos do
azeite virgem extra, com a presenca dos quatro principais acidos gordos (acido palmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1) e acido linoleico (C18:2)) dentro
das percentagens permitidas por lei, bem como &cido linolénico (C18:3) em quantidades
vestigiais. A percentagem mais elevada € verificada para o &cido oleico
(aproximadamente 74,7%), constituinte maioritario do azeite, seguido do &cido
palmitico. O 4cido esteérico e o 4cido linoleico apresentam valores bastante baixos.

Em suma, todos estes dados constituem uma importante referéncia para o ramo
cientifico e agricola, fornecendo evidéncias sobre cada uma das variedades estudadas.
E assim possivel determinar quais as variedades que originam azeites mais ricos em
antioxidantes, facto relevante na procura da produgdo de um produto com um maior
valor nutricional e econémico. Contudo, esta andlise ndo devera ser compreendida
apenas a um ano. Deverdo ser continuadas as analises nomeadamente nestas
variedades durante pelo menos mais trés anos com o intuito de tracar um perfil para
cada uma delas, eliminando a influéncia de varidveis tais como os dados pedo-
climéaticos verificados ano apds ano. De referir que a bibliografia encontrada sobre
estudos de azeites monovarietais portugueses é muito reduzida, tendo sido neste
trabalho efetuado, pela primeira vez, a quantificacdo de polifendis em azeites

monovarietais de Cordovil, Galega, Cobrancosa, Carrasquenha e Madural.
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De referir que todos os azeites avaliados sé@o azeites comercializados com
condi¢cdes para o uso de alegacfes de saude ndo s6 devido ao seu conteido em &cidos
gordos monoinsaturados (=45%) e insaturados (=70%), mas também devido ao alto
conteudo em polifendis derivados de hidroxitirosol (>5 mg/kg) e em tocoferol (275 ppm).
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Anexo | — Andlises preliminares efetuadas aos azeites | indice de Acidez

Tabela 16 - Valores de acidez registados para as amostras de azeite virgem extra analisadas em triplicado e respetiva média e desvio-padrao.

AMOSTRA ACIDEZ / % de acido oleico
indice de Massa Aferida/ g
Nome Variedade . Triplicado | Triplicado | Triplicado | Iriplicado 1 | Triplicado 2 | Triplicado 3 X ]
Maturagéo (IMy)
1 2 3

V_in_| 5,0000 4,9990 4,9990 0,25 0,24 0,23 0,24 | 0,01
V_in_lI 4,9990 5,0010 5,0010 0,21 0,23 0,22 0,22 | 0,01
S_in_l 4,9990 5,0000 5,0010 0,14 0,15 0,16 0,15 | 0,01
S_in_ll 5,0010 5,0000 5,0000 0,15 0,15 0,15 0,15 | 0,00
FA_in_| e 4,9990 5,0000 5,0010 0,22 0,24 0,24 0,24 | 0,01
FA_in_lI 5,0010 4,9990 5,0000 0,25 0,28 0,25 0,26 | 0,01
FA_int_| Galega (GAL) 5,0000 5,0000 24,9990 0.25 0.27 0.25 026 | 0,01
FA_int_lI 4,9990 4,9990 4,9990 0,24 0,24 0,25 0,25 | 0,01
AL_int_02-01_| 5,0010 4,9990 4,9990 0,23 0,24 0,24 0,24 | 0,01
AL_int_02-01_lI s 4,9990 5,0000 5,0000 0,25 0,25 0,24 0,25 | 0,01
AL_int_18-01_| 5,0010 4,9990 5,0010 0,19 0,21 0,21 0,20 | 0,01
AL_int_18-01_lI M 5,0000 5,0000 5,0020 0,21 0,21 0,19 0,20 | 0,01
S_int_CD_| 5,0010 5,0010 5,0010 0,28 0,28 0,25 0,27 | 0,01
S_int_CD_lI M 4,9990 5,0000 4,9990 0,28 0,29 0,28 0,28 | 0,01
MN_int_CD_| 4,9990 5,0000 5,0000 0,36 0,36 0,38 0,37 | 0,01
MN_int_CD_lI 5,0000 5,0000 4,9990 0,38 0,38 0,38 0,38 | 0,00
FA_in_CD_| Cordovil (COR) s 4,9990 5,0000 5,0010 0,49 0,51 0,50 0,50 | 0,01
FA_in_CD_lII 5,0000 5,0000 4,9990 0,49 0,47 0,47 0,48 | 0,01
FA_md_CD_| 5,0010 5,0010 5,0020 0,37 0,35 0,37 0,36 | 0,01
FA_md_CD_lII IMe 5,0010 5,0020 5,0020 0,35 0,36 0,35 0,35 | 0,01
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AC_C_16_I/II

AC_C_17 |

AC_C_17_1I

RM_in_COB_|

RM_in_COB_I

FA_in_06-11_|

FA_in_06-11_II

RM_in_|

RM_in_I

RM_in_lIl

M_in_I

M_in_II

FA_in_(19-11) |

FA_in_(19-11)_II

S int_|

S int_llI

MN_int_|

MN_int_I

RM_int

RM_int

FA_int_COB_|

FA_int_COB_II

FA_md_|

FA_md_l

RM_md_|

RM_md_lI

S md_|

S_md_ll

Cobrangosa
(COB)

5,0010 4,9990 5,0000 0,25 0,25 0,24 0,25 | 0,01
5,0020 5,0010 4,9990 0,23 0,23 0,24 0,24 | 0,01
4,9990 5,0000 5,0000 0,24 0,24 0,22 0,24 | 0,01
IM1 5,0000 5,0000 5,0010 0,25 0,23 0,23 0,24 | 0,01
5,0010 5,0010 4,9990 0,23 0,24 0,24 0,24 | 0,01
5,0010 5,0010 5,0020 0,23 0,25 0,25 0,25 | 0,01
5,0000 5,0000 5,0010 0,23 0,24 0,25 0,24 | 0,01
5,0010 5,0010 4,9990 0,21 0,21 0,20 0,20 | 0,01
5,0000 5,0000 4,9990 0,19 0,20 0,20 0,19 | 0,01
5,0000 5,0010 5,0010 0,22 0,23 0,22 0,22 | 0,01
IM2 5,0010 4,9990 5,0000 0,21 0,22 0,21 0,21 | 0,01
4,9990 5,0010 4,9990 0,20 0,21 0,21 0,20 | 0,01
5,0000 4,9990 4,9990 0,25 0,23 0,25 0,25 | 0,01
5,0000 5,0000 5,0020 0,24 0,24 0,23 0,24 | 0,01
5,0000 5,0010 5,0010 0,24 0,24 0,24 0,24 | 0,00
4,9990 4,9990 5,0000 0,25 0,23 0,23 0,24 | 0,01
4,9990 5,0010 5,0000 0,24 0,24 0,25 0,25 | 0,01
5,0000 5,0010 4,9990 0,27 0,25 0,25 0,26 | 0,01
IMa 5,0010 5,0000 4,9990 0,23 0,24 0,23 0,24 | 0,01
5,0010 5,0010 4,9990 0,27 0,25 0,28 0,27 | 0,01
5,0000 5,0000 4,9990 0,36 0,36 0,37 0,36 | 0,01
5,0000 5,0020 5,0010 0,37 0,37 0,37 0,37 | 0,00
5,0010 5,0010 5,0010 0,31 0,32 0,32 0,32 | 0,01
4,9990 4,9990 4,9990 0,30 0,30 0,31 0,31 | 0,01
e 5,0010 4,9990 5,0010 0,23 0,23 0,23 0,23 | 0,00
5,0000 4,9990 5,0000 0,23 0,25 0,25 0,25 | 0,01
5,0010 5,0000 5,0010 0,23 0,22 0,23 0,23 | 0,01
e 5,0010 5,0010 5,0020 0,22 0,23 0,23 0,23 | 0,01
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FA_in_CARR_| Carrasquenha ™ 5,0000 4,9990 5,0010 0,28 0,30 0,28 0,29 | 0,01

FA_in_CARR_II (CAR) ’ 5,0010 5,0010 4,9990 0,27 0,27 0,28 0,27 | 0,01

AC_M_14_| 4,9990 5,0010 5,0000 0,23 0,23 0,25 0,24 | 0,01
Madural (MAD) IM2

AC_M_14_1 5,0000 5,0010 5,0020 0,24 0,27 0,27 0,26 | 0,01

AC_V_10_| 5,0020 5,0020 5,0010 0,24 0,24 0,23 0,24 | 0,01
Verdeal (VER) IM2

AC_V_10_lI 5,0010 5,0010 5,0020 0,25 0,23 0,24 0,24 | 0,01
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Anexo Il — Analises preliminares efetuadas aos azeites | indice de Perdxidos

Tabela 17 — indice de perdxidos registados para as amostras de azeite virgem extra analisadas em triplicado e respetiva média e desvio-padro.

AMOSTRA INDICE DE PEROXIDOS (IP) / mEq O, kgt
indice de Massa Aferida / g
Nome Variedade Triplicado 1 | Triplicado 2 | Triplicado 3 | X ]
Maturagdo (IMx) | Triplicado 1 | Triplicado 2 | Triplicado 3

v_in_| 0,5007 0,5016 0,5058 6,39 6,38 6,33 6,37 | 0,03
voin i 0,5033 0,5030 0,5083 6,56 6,56 6,69 6,60 | 0,08
S.in_l 0,5068 0,5061 0,5070 4,93 514 4,93 500 | 0,12
S_in_ll 0,5030 0,5027 0,5014 4,97 4,97 4,99 4,98 | 0,01
FA_in_| e 0,5017 0,5048 0,5015 5,98 5,74 5,78 584 | 0,13
FA_in_II 0,5049 0,5050 0,5032 6,14 6,14 6,16 6,15 | 0,01
FA_int_| Galega (GAL) 0,5004 05028 05019 6,39 6.36 6.58 6.44 | 011
FA_Int_I 0,5016 0,5014 0,5009 7,08 6,98 6,99 7,02 | 0,05
AL_int_02-01_| 0,5030 0,5060 0,5060 7,06 7,02 6,92 7,00 | 0,07
AL_int_02-01_1I s 0,5020 0,5010 0,5040 6,57 6,39 6,55 6,50 | 0,10
AL_int_18-01_| 0,5013 0,5034 0,5039 6,38 6,56 6,55 6,50 | 0,10
AL_int_18-01_lI M 0,5020 0,5005 0,5009 6,57 6,39 6,59 6,52 | 0,11
S_int_CD_| 0,5050 0,5030 0,5020 6,24 6,16 6,18 6,19 | 0,04
S_int_CD_lI Mz 0,5040 0,5040 0,5000 5,75 5,75 5,70 574 | 0,03
MN_int_CD_| 0,4990 0,5000 0,5040 4,21 4,40 4,27 4,29 | 0,10
MN_int_CD_Il 0,5010 0,5030 0,5030 4,59 457 4,47 4,55 | 0,06
FA_in_CD_I Cordovil (COR) e 0,5000 0,5040 0,5010 5,40 5,46 5,59 548 | 0,10
FA_in_CD_II 0,5020 0,5050 0,5040 5,38 5,15 5,16 523 | 0,13
FA_md_CD_| 0,5044 0,5040 0,5060 6,25 6,05 6,03 6,11 | 0,12
FA_md_CD_lI M 0,5007 0,5020 0,5010 6,19 6,18 6,19 6,18 | 0,01
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AC_C_16_I/II

AC_C_17 |

AC_C_17_1I

RM_in_COB_|

RM_in_COB_I

FA_in_06-11_|

FA_in_06-11_II

RM_in_|

RM_in_II*

RM_in_lIl

M_in_I

M_in_II

FA_in_(19-11) |

FA_in_(19-11)_II

S int_|

S int_llI

MN_int_|

MN_int_I

RM_int

RM_int

FA_int_COB_|

FA_int_COB_II

FA_md_|

FA_md_l

RM_md_|

RM_md_lI

S md_|

Cobrangosa
(COB)

0,5000 0,5040 0,5010 6,40 6,25 6,39 6,35 | 0,08
0,5020 0,5030 0,5010 7,27 7,36 7,39 7,34 | 0,06
0,5030 0,5040 0,5030 7,55 7,54 7,36 7,48 | 0,11
IM1 0,5010 0,5050 0,5010 8,58 8,51 8,38 8,49 | 0,10
0,5010 0,5030 0,5030 7,58 7,36 7,46 7,47 | 0,11
0,5030 0,5040 0,5000 6,96 6,94 7,20 7,03 | 0,14
0,5010 0,5010 0,5040 6,19 6,29 6,15 6,21 | 0,07
0,5025 0,5059 0,5038 7,76 7,87 7,74 7,79 | 0,07
0,5006 0,5024 0,5029 9,19 9,16 9,15 9,16 | 0,02
0,5020 0,5038 0,5038 8,17 7,94 7,94 8,02 | 0,13
IM2 0,5048 0,5053 0,5052 5,94 6,13 6,14 6,07 | 0,11
0,5029 0,5090 0,5035 577 5,70 5,96 581 | 0,14
0,5053 0,5036 0,5042 5,84 5,96 5,95 592 | 0,07
0,5043 0,5039 0,5033 6,15 5,95 5,96 6,02 | 0,11
0,5080 0,5020 0,5030 6,10 6,08 6,26 6,15 | 0,10
0,4990 0,5050 0,5030 6,51 6,34 6,36 6,40 | 0,10
0,5060 0,5060 0,5080 6,52 6,52 6,50 6,51 | 0,01
0,5010 0,4990 0,5000 6,79 6,61 6,80 6,73 | 0,10
IMa 0,5000 0,5010 0,4990 5,00 4,99 4,91 4,97 | 0,05
0,5000 0,5060 0,5010 4,00 3,95 4,19 4,05 | 0,13
0,5050 0,5030 0,5050 7,52 7,46 7,33 7,44 | 0,10
0,5040 0,5080 0,5010 7,34 7,19 7,19 7,24 | 0,09
0,5020 0,5010 0,5070 7,17 6,99 6,90 7,02 | 7,17
0,5040 0,5070 0,5070 6,65 6,51 6,51 6,55 | 6,65
e 0,5010 0,4990 0,5060 5,79 5,81 5,93 5,84 | 0,08
0,5000 0,5020 0,5050 5,90 5,78 5,94 5,87 | 0,09
IMs 0,5096 0,5087 0,5064 4,51 4,52 4,34 4,46 | 0,10

1 A -amostra “RM_in_II" n&o foi utilizada no célculo da média nem do desvio-padrdo, uma vez que apresentou um resultado de indice de perdxidos demasiado elevado para azeite virgem extra.
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S_md_ll 0,5005 0,5018 0,5008 4,80 4,78 4,59 4,72 | 0,11

FA_in_CARR_I Carrasquenha M 0,5030 0,5020 0,5030 7,55 7,37 7,55 7,49 | 0,11
2

FA_in_CARR_II (CAR) 0,5040 0,5010 0,5040 7,74 7,58 7,64 7,65 | 0,08

AC_M_14_| 0,5050 0,5080 0,5030 6,83 6,99 6,96 6,93 | 0,08
Madural (MAD) IM2

AC_M_14_1 0,5070 0,5080 0,5080 6,51 6,50 6,40 6,47 | 0,06

AC_V_10_| 0,5030 0,5040 0,5050 7,46 7,24 7,23 7,31 | 0,13
Verdeal (VER) IM2

AC_V_10_II 0,5070 0,5040 0,5010 6,21 6,15 6,19 6,18 | 0,03
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Anexo Il — Determinacdo de compostos fendlicos presentes no azeite | Obtencéo das retas de calibracéo

Tabela 18 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padrao de hidroxitirosol (HyTy) e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: Hidroxitirosol (HyTy)

SOLUCAO STOCK
Concentracdo de HyTy /M 5,12 x 103
SOLUCOES PADRAO

Volume de Solucéo Stock adicionado / uL | Volume Total / uL | Concentragcdo de HyTy /M Area
50 1,28 x 10* 2,8922
100 2,56 x 10 5,8020
150 3,84 x 10* 8,8585
2000
200 5,12 x 10* 12,1674
300 6,83 x 10* 16,6257
350 8,97 x 10* 20,3198
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Tabela 19 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padrao de tirosol (Ty) e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: Tirosol (Ty)

SOLUGAO STOCK

Concentragdo de Ty /M

SOLUCOES PADRAO

Volume de Solugéo Stock adicionado /yuL | Volume Total / uL

50
100
150
200
300
350

2000

5,13 x 103
Concentracdode Ty /M Area
1,28 x 10* 1,5220
2,57 x 10* 2,9091
3,85 x 10* 4,7509
5,13 x 10* 6,4905
6,84 x 10* 8,8257
8,98 x 10* 11,1698
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Tabela 20 - Concentragdo da solugao stock e das solugdes padrao de oleuropeina (Ol.) e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: Oleuropeina (Ol.)

SOLUGAO STOCK

Concentracdo de Ol./ M 5,06 x 10
SOLUCOES PADRAO
Volume de Solucéo Stock adicionado /uL | Volume Total / uL | Concentragcdo de Ol./ M Area
50 1,15 x 10* 1,9904
100 2,29 x 10* 4,0545
150 3,41 x 10* 5,8008
200 2000 4,53 x 10 8,4243
250 5,65 x 10* 9,9846
350 7,94 x 10 14,7912
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Tabela 21 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padréo de acetato de hidroxitirosol (HyTyAc) e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: Acetato de Hidroxitirosol (HyTyAc)

SOLUCAO STOCK
Concentracdo de HyTyAc /M 5,09 x 10
SOLUCOES PADRAO

Volume de Solucéo Stock adicionado /uL | Volume Total / uL | Concentracdo de HyTyAc /M Area
50 1,27 x 10 2,7117
100 2,54 x 10 5,2259
150 3,81 x10* 8,3417
2000
200 5,09 x 10* 11,5092
300 6,78 x 10* 15,2604
350 8,90 x 10* 20,2554
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Tabela 22 - Concentragdo da solucao stock e das solucdes padrao de 3,4-DHPEA-EDA e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: 3,4-DHPEA-EDA

SOLUCAO STOCK

Concentracédo de 3,4-DHPEA-EDA /M

2,93x10°3

SOLUCOES PADRAO

Volume de Solucéo Stock adicionado /uL | Volume Total / uL | Concentracao de 3,4-DHPEA-EDA /M Area
50 7,34 x10° 1,9576
100 1,47 x 10 3,5847
150 2,20 x 10* 5,7402
2000
200 2,93 x 10* 8,0201
250 3,67 x 10* 9,3862
350 5,14 x 10* 13,8762
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Tabela 23 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padréao de 3,4-DHPEA-EA e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: 3,4-DHPEA-EA

SOLUGAO STOCK

Concentracédo de 3,4-DHPEA-EA / M

5,00 x 103

SOLUCOES PADRAO

Volume de Solucédo Stock adicionado /yuL | Volume Total / uL | Concentracado de 3,4-DHPEA-EA /M Area
50 1,25 x 10* 1,8301
100 2,50 x 10* 3,3419
150 3,75 x10* 5,5142
2000
200 5,00 x 10* 7,4542
250 6,25 x 10* 8,8063
350 8,75 x 10* 12,7822
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presentes no azeite extraidos por Extracao Liquido-Liquido e por Extracdo por Fase Soélida

Tabela 24 - Valores de concentracdo de fendis individuais e fendis totais extraidos por extragéo liquido-liquido.
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AMOSTRA [FENOIS] / mg kg™
indice de Massa _
Nome Variedade Maturagdo | Aferida | HyTy | Ty | HyTyAc RS Ty-EDA | TyAc | Py | PyAc ol Ty-EA HyTy- || Concentragdo
) o EDA ol A EDA Total
V_in 2,0059 1(;0 499 | 2250 | 89,12 | 64,79 | 2429 | 20,03 | 20,03 | 42,79 | 16,69 | 89,37 443,40
S in M2 20009 | 815 | 6,98 | 6,72 | 76,04 | 5130 | 22,79 | 56,37 | 56,37 | 66,20 | 66,48 | 71,67 490,34
FA_in Galega (GAL) 20014 | 958 | 898 | 7.62 | 13,04 | 1848 | 11,98 | 61,63 | 61,63 | 42,26 | 109,99 | 5496 382,39
FA_int 1,0996 | 336 | 634 | 7.75 | 4291 | 121,73 | 37,71 | 2574 | 2574 | 69,87 | 1584 | 154,07 517,07
AL_int_02-01 M2 10993 | 316 | 7.92 | 641 | 1865 | 51,39 | 12,86 | 43,97 | 43,97 | 3431 | 51,59 | 59,89 331,23
AL_int_18-01 IMs 2,0051 | 150 | 9,16 - 29,26 | 50,68 | 1958 | 46,17 | 46,17 | 47,44 | 2858 | 55,93 1,50
S_int CD M, 20012 | 2,88 | 14,43 - 47,72 | 6519 | 28,90 | 13,83 | 13,83 | 70,37 | 27,89 | 198,41 538,80
MN_int_CD 20005 | 2*® | 2308 | 595 | 5427 | 7885 | 3304 | 17.22 | 17,22 | 7a50 | 50,03 | 237,07 665,33
Cordovil IM4 ‘
FA_in_CD (COR) 2,0007 12’7 14,91 - 47,75 | 5475 | 31,94 | 1625 | 16,25 | 56,57 | 13,33 | 160,69 491,55
FA_md_CD IMs 1,9952 127’6 13,09 - 4450 | 57,25 | 2406 | 10,47 | 10,47 | 67,41 | 12,07 | 19821 495,18
AC C 16 2,0006 | 543 | 549 - 66,14 | 132,83 | 24,80 | 22,74 | 27,55 | 63,10 | 12,17 | 137,01 497,26
AC C_17 | Cobrangosa " 2,0005 | 2,76 | 334 - 58,72 | 149,44 | 2151 | 21,38 | 26,41 | 5507 | 21,46 | 124,40 484,48
RM_in_COB (COB) 20085 | 226 | 425 | 550 | 4859 | 10156 | 69,77 | 3509 | 3509 | 142,80 | 30,47 | 212,91 718,09
FA_in 06-11 2,0008 | 336 | 635 | 7.75 | 4291 | 121,74 | 37,71 | 2575 | 32,65 | 69,88 | 15,84 | 308,13 669,07
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RM_in 2,0033 4,01 4,75 6,36 59,45 84,15 26,06 29,56 29,56 64,24 38,57 98,10 455,14
M_in M 2,0074 3,33 4,41 7,00 69,85 61,98 21,25 29,44 29,44 35,33 41,97 | 104,96 414,60
2
FA_in_(19-
11) 2,0030 2,91 4,98 8,08 34,39 80,25 26,36 23,21 23,21 59,39 34,48 | 135,64 441,33
S_int 2,0001 5,31 6,39 - 35,66 62,23 27,48 17,29 27,02 71,66 24,31 | 142,46 419,81
MN_int 1,9997 3,81 7,94 0,00 55,82 81,21 32,46 21,94 21,94 85,53 16,13 | 164,77 498,82
IM
RM_int ’ 1,9998 3,84 7,61 - 65,21 52,06 49,68 24,53 54,31 80,04 28,08 | 261,06 626,42
FA_int_COB 2,0006 7,72 14,51 6,84 24,35 47,49 28,64 18,95 24,42 48,17 14,14 122,87 358,10
FA_md ™ 1,9998 8,02 7,05 - 64,26 78,12 24,32 16,20 14,15 49,01 10,35 || 179,55 451,03
RM_md ) 2,0080 6,78 8,97 - 53,65 65,19 46,35 25,07 45,55 | 127,08 | 23,73 | 267,94 670,31
S_md IMs 2,0019 2,05 8,00 - 23,72 50,86 40,60 20,64 38,05 72,38 18,89 | 179,55 454,74
) Carrasquenha
FA_in_CARR IM2
(CAR) 2,0069 2,91 3,79 7,02 8,48 18,20 13,68 31,43 31,43 66,70 28,77 69,86 265,51
Madural
AC_M_14 IM2 2,0019 2,32 4,06 - 92,29 196,85 31,43 18,94 30,97 53,27 79,20 86,97
(MAD) 596,29
Verdeal
AC_V_10 IM2 2,0010 2,76 7,16 - 82,32 285,73 27,46 59,37 41,13 80,94 71,80 92,93
(VER) 751,61




Tabela 25 - Valores de concentracéo de fendis individuais e fendis totais extraidos por extracéo por fase soélida (SPE).

FCUP | ICBAS

Teor em Antioxidantes de Azeites Extra Virgens Monovarietais Portugueses

AMOSTRA [FENOlS] / mg kg™*
indice de | Massa

Nome Variedade Maturacdo | Aferida | HyTy Ty HyTyAc AyTy- s TyAc Py PyAc ol Ty-EA HyTy- | Concentragao
(M) /g EDA EDA Ol A EDA Total
V_in 25,00 9,12 3,88 1,87 48,54 35,32 7,72 16,79 24,52 32,65 48,31 16,45 245,17
S in 25,01 5,19 4,77 0,18 50,01 34,33 6,53 51,53 50,64 16,80 35,26 8,03 263,27
FA_in IM: 25,00 7,99 7,61 0,15 541 12,68 1,88 58,46 44,99 9,59 30,39 53,28 232,43
FA_int Galega (GAL) 2501 | 972 | 7.76 | 064 | 10,84 | 9084 | 426 | 3300 | 1095 | 4451 | 990 | 1657 238,99
AL_int_02-01 IM4 25,01 1,04 9,64 0,33 5,53 55,82 1,10 30,19 8,60 5,68 8,56 13,64 140,13
AL _int_18-01 IMs 25,03 1,74 0,27 - 15,31 41,10 1,58 55,34 9,88 22,59 8,66 11,00 167,47
S int_ CD IM2 25,00 2,60 13,83 - 17,72 50,71 10,76 55,50 77,01 52,85 60,53 117,56 459,07
MN_int_CD Cordovil 25,00 15,48 27,88 0,09 22,69 37,97 14,79 50,96 99,70 217,07 70,62 152,19 709,44
FA_in_CD (COR) IMs 25,01 18,69 14,27 0,93 28,71 24,11 21,37 53,70 54,56 79,43 27,18 83,28 406,23
FA_md_CD IMs 25,01 8,92 12,74 0,17 25,72 26,39 6,80 40,72 74,56 138,90 47,52 229,60 612,04
AC_C_16 25,00 1,26 2,54 0,00 46,46 17,96 43,60 17,16 18,05 46,20 123,23 12,41 328,87
AC_C_17 M 25,01 0,97 1,94 0,00 31,87 16,29 39,53 11,45 11,02 34,26 91,23 10,73 249,29
RM_in_COB 25,00 1,86 3,29 - 30,53 55,88 6,81 31,63 41,53 270,77 34,51 63,26 540,07
FA_in_06-11 25,01 2,78 4,81 - 34,20 44,38 5,05 18,65 33,24 130,75 30,58 97,67 402,11
RM_in 26,00 2,88 3,73 0,13 36,51 50,64 8,57 27,56 33,64 76,87 64,96 24,33 329,82
M_in Cobrangosa IM2 25,00 2,49 3,26 0,13 45,08 61,19 10,40 30,72 39,52 114,07 72,08 26,68 405,62
FA_in_(19-11) (CoB) 25,01 2,10 3,91 0,03 21,36 63,46 19,22 25,19 26,99 188,03 108,72 69,69 528,7
S int 25,01 2,02 7,68 0,10 20,90 45,13 4,91 36,44 64,92 118,20 43,43 99,10 442,83
MN_int 25,00 20,49 28,01 0,25 18,66 57,81 11,09 15,24 70,52 196,20 51,29 107,65 577,21
RM_int IMs 25,00 1,95 3,91 - 36,09 75,80 17,36 21,89 92,29 137,89 61,68 142,13 590,99
FA_int_COB 25,01 2,78 12,76 0,88 13,26 33,13 3,25 12,34 34,99 64,44 28,71 53,42 259,96
FA_md IM4 25,00 8,31 8,64 0,63 55,39 30,95 6,84 11,97 50,76 125,93 32,81 77,48 409,71
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RM_md 25,00 10,42 17,81 - 35,24 51,83 7,69 25,22 123,24 221,26 65,39 188,13 746,23
S_md IMs 25,01 1,41 7,63 0,11 13,53 | 44,91 3,69 25,33 68,72 170,91 49,66 104,90 490,8
) Carrasquenha
FA_in_CARR (CAR) IM2 25,02 1,43 3,38 2,20 3,97 43,46 0,91 6,62 9,11 25,38 6,29 13,87 116,62
Madural
AC_M_14 (MAD) IM2 25,01 1,96 3,69 0,00 77,36 | 67,56 | 163,94 | 12,43 14,26 24,09 106,32 14,68 486,29
Verdeal
AC_V_10 (VER) IM2 25,00 3,84 9,25 0,00 57,38 97,44 236,53 13,25 51,54 29,76 115,71 13,14 627,84
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Anexo V — Determinagéo de a-tocoferol e y-tocoferol presentes no azeite | Obtencéo das retas de calibracéo

Tabela 26 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padrao de a-tocoferol e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: a-tocoferol

SOLUGAO STOCK

Concentracao de a-tocoferol / M

3,94 x 10°3

SOLUCOES PADRAO

Volume de Solugédo Stock adicionado / uL

Volume Total / uL

50

100

150

1,00 x 10*

200

300

400

Concentragao de a-tocoferol / M Area
1,97 x 10° 0,2691
3,94 x 10° 0,5562
5,77 x 10 0,8712
7,87 x 10° 1,1310
1,18 x 10* 1,7179
1,57 x 10* 2,3139
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Tabela 27 - Concentragdo da solucao stock e das solu¢des padrao de y-tocoferol e respetivas areas dos picos registados em UPLC.

RETA PADRAO | Composto: y-tocoferol

SOLUGAO STOCK

Concentragao de y-tocoferol / M

1,67 x 102

SOLUCOES PADRAO

Volume de Solucéo Stock adicionado / uL

Volume Total / uL

20

100

150

2,00 x 10*

200

300

Concentragao de y-tocoferol / M Area
4,18 x 105 0,6824
8,35 x 10° 1,3606
1,25 x 10* 2,0071
1,67 x 10* 2,7983
2,51 x 10* 4,1630
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Anexo VI — Determinacéo de a-tocoferol e y-tocoferol presentes no azeite

Tabela 28 - Valores de concentragdo de a-tocoferol e y-tocoferol registados para as amostras de azeite virgem extra analisadas.
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AMOSTRA [TOCOFEROIS] / mg kg™*
indice de
Nome Variedade Massa Aferida/ g a-tocoferol y-tocoferol
Maturacao (IMx)

V_in_| 0,498 602,74 21,87
v_in_ll 0,501 587,34 22,95
S in_| 0,501 581,59 25,59
S in_ll 0,498 577,45 26,42
FA_in_| Mz 0,502 588,49 33,94
FA_in_lI 0,501 591,50 32,95
FA_int_| Galega (GAL) 0,503 587,03 24,61
FA_int_lI 0,5 600,65 25,31
AL_int_02-01_| 0,5 497,79 27,70
AL_int_02-01_lI M 0,501 499,33 27,65
AL_int_18-01_| 0,501 419,64 22,92
AL_int_18-01_1I Mo 0,502 416,04 23,61
S_int_CD_|I 0,498 483,31 15,22
S_int_CD_Il Mz 0,501 485,81 15,16
MN_int_CD_| 0,502 530,93 23,53
MN_int_CD_lII 0,499 531,73 23,52
FA_in_CD_I Cordovil (COR) M 0,503 551,39 24,03
FA_in_CD_II 0,5 542,92 24,23
FA_md_CD_| 0,502 560,73 17,31
FA_md_CD_lI IMs 0,5 573,39 17,86
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AC_C_16_I/II

AC_C_17 |

AC_C_17_1I

RM_in_COB_|

RM_in_COB_II

FA_in_06-11_|

FA_in_06-11_II

RM_in_|

RM_in_I

RM_in_Ill

M_in_|

M_in_I

FA_in_(19-11) |

FA_in_(19-11)_II

S int_|

S int_llI

MN_int_|

MN_int_I

RM_int

RM_int

FA_int_COB_|

FA_int_COB_II

FA_md_|

FA_md_l

RM_md_|

RM_md_lI

S md_|

S _md_l

Cobrangosa (COB)

0,4995 527,82 23,31

0,498 515,24 21,11

0,498 531,19 22,10

M 0,502 493,02 22,50
05 483,79 23,22

0,502 592,99 21,50

0,501 598,48 23,07

0,5 475,14 22,21

0,501 492,50 23,85

0,505 346,11 23,32

Mo 0,503 451,47 22,81
0,501 48557 23,50

0,502 489,51 7,53

05 480,58 8,69

05 643,24 21,89

0,502 630,88 22,68

05 621,71 26,52

0,499 531,73 25,61

IMa 0,503 533,10 23,68
05 546,23 25,08

0,501 547,40 21,50

0,501 555,42 23,07

0,502 703,33 24,63

0,501 682,21 24,53

e 0,503 504,69 23,36
0,498 538,60 23,31

0,502 586,55 23,83

IMs 0,502 583,55 17,79
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FA_in_CARR_I 0,502 738,48 20,37
- Carrasquenha (CAR) IM2

FA_in_CARR_II 0,502 627,56 18,69

AC_M_14 | 0,501 522,91 16,31
Madural (MAD) IM2

AC_M_14 1l 0,499 507,08 15,75

AC_V_10_| 0,501 376,22 21,16
Verdeal (VER) IM2

AC_V_10_1l 0,502 388,83 22,75
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Anexo VIl — Determinagdo da Composicdo em Acidos Gordos

Tabela 29 - Valores percentuais dos principais acidos gordos presentes nas amostras de azeite virgem extra analisadas (acido palmitico — C16:0, acido esteéarico — C18:0, acido oleico — C18:1,
acido linoleico — C18:2 e &cido linolénico — C18:3).

AMOSTRA ACIDOS GORDOS / %
. Acido Acido | Acido | Acido Acido
_ Indice de . w L. . : : . ,
Nome Variedade . Massa Aferida /g | Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico
Maturacao (IMx)
C16:0 C18:0 Cis:1 C18:2 C18:3

V_in 0,2080 16,3 29 69,0 11,2 07

S_in " 02150 16,7 18 75,8 48 08

FA_in ’ 0,2080 17,2 39 731 50 08

- Galega (GAL)

FA_int 0,2040 17,6 2,4 74,0 4,9 1,0
AL_int_02-01 IM4 0,2100 14,0 2,7 78,5 4,0 0,9
AL_int_18-01 IMs 0,2100 11,5 2,5 80,9 4,2 1,0

S_int_CD_| IM2 0,2090 12,0 2,6 80,7 38 08
MN_int_CD_| 0,2020 9.8 28 82,3 43 08
: Cordovil (COR) IMa
FA_in_CD_lI 0,2100 11,7 2,6 80,2 4,4 1,0
FA_md_CD IMs 0,2150 16,9 3.4 74,5 4,5 0,7
AC_C_16 0,2010 10,9 4,6 75,8 7,9 0,001422
AC_C_17 0,2170 13,5 51 72,4 8,0 0,002038
RM_in_COB IM1 0,2090 15,7 3,8 70,5 9,1 0,9
FA_in_06-11 Cobrangosa (COB) 0,2130 14,7 4,7 72,2 75 0,9

RM_in 0,2130 14,1 3,3 73,7 8,0 0,9

M_in IM2 0,2150 15,9 4,2 76,7 2,5 0,7
FA_in_(19-11) 0,206 15,7 10,9 62,9 9,8 0,7
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S_int_| 0,2100 11,0 8,0 72,5 7,6 0,9
MN_int_| " 0,2040 12,3 5,2 73,5 8,1 1,0
RM_int 0,2080 10,7 41 75,2 9,1 0,9
FA_int_COB_| 0,2110 17,0 53 66,9 9,5 13
FA_md_I 0,2100 11,4 59 74,6 7,0 1,1
RM_md_| M 0,2130 12,6 46 73,2 8,7 0.9
S_md_| IMs 0,2100 11,0 59 76,1 6,2 0,8
FA_in_CARR_| Carrasquenha (CAR) IM2 0,2020 17,9 2,2 67,6 11,3 11
AC_M_14 | Madural (MAD) IM2 0,2050 13,5 3,3 70,2 12,0 0,004789
AC_V_10 Verdeal (VER) IM2 0,2090 12,4 4,1 73,6 9,2 0,003899
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