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RESUMO

Estudos epidemiologicos efectuados em paises mediterranicos mostraram que a sua
dieta tradicional esta associada a uma baixa incidéncia de certos tumores e de doencgas
cardiovasculares, como a aterosclerose.

O azeite, rico em acidos gordos monoinsaturados e com baixo teor em acidos gordos
saturados, € a maior fonte de gordura desta dieta. Este oleo tem o privilégio de poder ser
consumido virgem e cru, possuindo deste modo compostos fendlicos (polifenéis e tocoferodis)
que, de outro modo, serdo destruidos durante os processos de refinagdo. Estudos clinicos
revelam que grande parte dos efeitos benéficos do azeite se deve a presenga destes
compostos com actividade antioxidante que contribuem, igualmente, para a estabilidade e
valor nutricional do referido éleo. No entanto, o efeito do processamento sobre o extracto
fendlico do azeite virgem nas condi¢des estudadas neste trabalho nunca foi reportado.

A culinaria portuguesa integra o azeite e alguns 6leos de sementes oleaginosas na
preparacdo de uma vasta gama de alimentos. Duas das mais importantes técnicas de
processamento utilizadas, tanto a nivel doméstico, como industrial, sdo a preparagdo de
carne e da batata na presenca destas gorduras em forno, a 180-220 °C (“assados”) e a
cozedura de vegetais, como a cenoura e a cebola na presenga de azeite, a 100 °C (“sopas”).

Numa primeira fase deste estudo, pretendeu-se avaliar a extensdo da degradagéo do
conteado fendlico do azeite extra-virgem (AEV) ao longo do tempo, antes e ap6s o0 seu
processamento a 180 °C e durante 60 minutos, comparando o beneficio da sua utilizagdo
relativamente ao azeite virgem (AV) e ao azeite comum (A), menos ricos em polifendis, e
aos oleos de girassol (OG), milho (OM), soja (OS) e amendoim (OA). Ap6s o processamento
a 180 °C, todas as amostras de azeite, independentemente da sua qualidade, se
encontravam quimicamente estaveis, isto €, ndo oxidadas, apresentando-se ainda aptas
para consumo. No entanto, atendendo ao elevado conteudo fenolico das amostras de AEV,
o tempo de “prateleira” destas amostras foi superior 8 das amostras de AV e de A. Ainda
devido a presenca consideravel deste tipo de antioxidantes, os extractos obtidos a partir do
AEV mostraram possuir uma maior capacidade anti-radicalar, comparativamente aos dos
restantes azeites analisados. Por outro lado, todas as amostras processadas nos outros
Oleos vegetais apresentaram-se oxidadas ou com um “tempo de prateleira” mais curto. A
maior concentracdo em tocoferdis destas amostras ndo foi suficiente para evitar a
degradagdo oxidativa destes 6leos, muito mais ricos em acidos gordos polinsaturados.
Observou-se ainda um efeito protector das batatas no contetdo de tocoferol presente nos
Oleos de oleaginosas, o que provavelmente contribuiu para uma melhor estabilidade
oxidativa destas amostras. Verificou-se, igualmente, que a presenca de alimentos (batata e




carne) contribuiu para o aumento da estabilidade oxidativa das varias amostras processadas
em todos os 6leos alimentares testados. E ainda interessante referir que a quantidade de
tocoferbis presente nas amostras, ndo foi drasticamente afectada com o processamento, ao
contrario do que aconteceu com os polifendis. Durante o processamento dos azeites, a
concentragdo do hidroxitirosol e dos secoiriddides, em geral, baixou drasticamente e os
alimentos contribuiram para uma maior destruigdo do extracto fendlico. Verificou-se o
aparecimento de dois compostos desconhecidos (1 e 2) no extracto fendlico dos azeites
durante o processamento, em especial nas amostras contendo alimentos. Um destes
compostos (1) foi identificado por LC-DAD-MS como um derivado do acido elendlico, o acido
4-formil-3-[(1-metiloxicarbonil-2-oxo)etil]-hex-4-enoico, provavelmente derivado da
degradacao, por hidrélise, dos secoiriddides. Nao foi, no entanto, possivel a identificagédo do
outro composto desconhecido (2) devido a co-eluigdo de outros compostos.

A segunda parte deste trabalho teve como objectivo o mesmo tipo de avaliagdo aos
polifendis das amostras de AEV, antes e apos a cozedura dos alimentos, a 100 °C, durante
60 minutos e comparar o beneficio da sua utilizagao relativamente ao A. A adigédo deste 6leo
foi efectuada logo no inicio e a 15 minutos do fim do processamento, visando uma melhor
utilizagdo desta gordura. No entanto, os resultados obtidos para as amostras de azeite
processadas nos dois tempos diferentes nao foram significativos. Apos o processamento, a
100 °C, nenhuma das amostras se encontravam oxidadas. A semelhanca do que aconteceu
na primeira parte deste trabalho, o processamento afectou a quantidade de compostos
fendlicos das amostras, sobretudo naquelas em que os alimentos estavam presentes. Mais
uma vez foi observada uma diminuigdo drastica da concentragdo em hidroxitirosol e
secoiridoides com o processamento. No entanto, e ao contrario do que foi observado no
processamento a 180 °C na auséncia de agua adicionada, os alimentos contribuiram para
uma maior destruicdo do extracto fendlico. Confirmou-se ainda o caracter hidrofilico destes
compostos, uma vez que grande parte da sua quantidade (40-70%) migrou para a fase
aquosa das amostras. Foi igualmente detectada a presenga dos compostos desconhecidos
1 e 2, tanto nas fases aquosas como nas fases oleosas, mas em maior concentragao total
do que a observada no processamento a 180 °C na auséncia de agua adicionada, o que
confirma a ocorréncia de uma forte degradacgéo por hidrélise dos secoiridoides presentes no
azeite. Os alimentos parecem contribuir para um aumento desta hidrélise. No entanto, e
apesar da grande destruicdo do compostos fenolicos pelo processamento, a capacidade
anti-radicalar destes extractos foi elevada, tendo sido tanto maior quanto maior a quantidade
de fendis ainda presentes. Apos o processamento, a concentragdo em o-tocoferol manteve-

se praticamente inalterada em todas as amostras.




ABSTRACT

Epidemiological studies conducted in the Mediterranean countries showed that their
traditional diet is associated with a low incidence of certain tumours and cardiovascular
diseases, such as atherosclerosis.

Olive oil, which is rich in monounsaturated and low in saturates fatty acids, is the
major source of fat in this diet. This oil has the privilege to be consumed virgin and raw,
containing, consequently, phenolic compounds (polyphenols and tocopherols) that would,
otherwise, be destroyed by the refining processes. Clinical studies have shown that a large
number of the beneficial effects of olive oil consumption are due to the presence of these
compounds with antioxidant activity, which also contribute to the stability and nutritional value
of the oil. However, the effect of processing on the olive oil phenolic extracts, under the
conditions studied in this work, has never been reported.

Portuguese cuisine includes olive oil and some seed oils in a preparation of a wide
range foods. Two of the most important processing techniques used in Mediterranean
countries, at both domestic and industrial, are the preparation of meat and potatoes in the
presence of these oils in oven, at 180-220 °C (“roasted food”) and boiling vegetables, such
as carrot and onion in the presence of olive oil at 100 °C (“soups”).

The first aim of this study was to assess the extent of degradation of the phenolic
content of extra-virgin olive oil (EVOOQ) after processing at 180 °C for 60 minutes and to
compare the relative benefit of its use with the use of virgin olive oil (VOO) and olive oil (O0),
less rich in polyphenols, and with the use of sunflower oil (SFO), corn oil (CO), soybean oil
(SO) and peanut oil (PO). After processing at 180 °C, all olive oil samples, regardless of their
quality, were chemically stable and were suitable for consumption. However, owing to high
phenolic content of samples of EVOO, the shelf life of these samples was higher than that of
samples of VOO and OO. Also due to the considerable presence of such antioxidants,
extracts obtained from the EVOO has shown a greater radical scavenging activity, compared
to the VOO and OO. Furthermore, after processing, all other vegetable oil samples were
oxidized or with a shorter shelf life. The highest concentration in tocopherols in these
samples was not enough to prevent oxidative degradation of these oils, much more rich in
polyunsaturated fatty acids. It was also observed a spearing effect of potatoes on the
tocopherol content of seed oils, what probably contributes for the better oxidative stability of
these samples. In fact, the presence of food (meat and potato) contributed to the increase in
oxidative stability of the several samples processed in all edible oils tested. It was also
interesting to note that the content in tocopherols was not dramatically affected by the

thermal treatment as it was the polyphenolic content. In olive oils, the concentration of




hydroxytyrosol and secoiridoids in general, fell dramatically and food contributed to a greater
destruction of phenolic extract. It was observed the appearance of two unknown compounds
(1 and 2) in the olive oil phenolic extracts obtained after processing, especially in samples
containing foods. One of these compounds (1) was identified by LC-DAD-MS as a derivative
of elenolic acid, the 4-formyl-3-[(1-metiloxycarbonil-2-oxo) ethyl]-hex-4-enoic acid, probably
derived from degradation of secoiridoids by hydrolysis. However, it was not possible to
identify the other unknown compound (2) due to co-elution of other compounds.

The second part of this work aimed to evaluate the extent of degradation of the
phenolic content of EVOO after processing at 100 °C in water for 60 minutes, in the presence
and absence of vegetables, and compare the benefits of its use against the OO use. The
addition of olive oils was made at the beginning and 15 minutes to the end of the process in
order to make the better use of this fat. However, the results from olive oil samples
processed at the two different times were not significantly different. After processing at 100
TC, none of the samples were oxidized. Similar to w hat happened in the first part of this work,
processing affected the amount of phenolic compounds of the samples, especially those in
which food was present. Again, we observed a sharp drop in the concentration of
hydroxytyrosol and secoiridoids with the thermal treatment. As observed in the processing
operation at 180 °C in the absence of added water, food have contributed to a greater
destruction of phenolic extract but shown a spear effect on tocopherol content. It was
confirmed also the hydrophilic character of polyphenolic compounds, since much of their
quantity (40-70%) migrated to the aqueous phase of the samples. It was detected the
presence of unknown compounds 1 and 2, both in agueous and oil phases, but in a higher
total concentration than that observed in the processing operation at 180 °C in the absence
of added water, which confirms the occurrence of a strong degradation by hydrolysis of
secoiridoids present in olive oil. Foods seem to contribute for the increase of this hydrolysis.
However, despite the great destruction of phenolic compounds by processing, radical
scavenging ability of these extracts was high and was the greater, the greater the amount of

phenols still present. After processing, o-tocopherol content of olive oils remained virtually

unchanged in all samples.




RESUME

Des études épidémiologiques réalisees dans des pays méditerranéens ont montré
que la diéte traditionnelle est associée a une baisse d'incidence chez certaines tumeurs et
aussi de maladies cardiovasculaires, comme |'athérosclérose.

La plus grande source de la graisse qui compose cette diéte, elle vient de I'huile
d'olive vu que celle est riche en acides gras monoinsaturés et aussi avec une basse
proportion d'acides gras saturés. Cette huile a le privilege de pouvoir étre consommée en
vierge et en cru, possédant ainsi des composés phénoliques (poliphénols et tocophérols)
qu'autrement, ils seront détruits pendant le processus de raffinage. Des études cliniques
révélent qu'une grande partie des effets bénéfiques de I'huile d'olive se doivent a la
présence de ces composés qui ont une activité antioxydante en contribuant, également, a la
stabilité et a la valeur nutritionnelle de cette huile. Cependant, dans cette recherche, |'effet
de la procédure sur I'extrait phénolique de I'huile d’olive vierge n'a jamais été reporté.

La gastronomie portugaise inclut I'huile d'olive et quelques autres huiles de
semences oléagineuses dans la préparation d’'une gamme trés vaste d'aliments. Deux des
plus importantes techniques de la procédure utilisée, tant au niveau domestique, aussi bien
qu'au niveau industriel, ce sont la préparation de la viande et de la pomme de terre en
présence de ces graisses mises au four, a 180-220 ° C ("es rbtis") et la cuisson de végétaux,
comme la carotte et 'ognon en présence de I'huile d’'olive, @ 100 °C ("des soupes”).

Premiérement, on a voulu évaluer l'extension de la dégradation du contenu
phénolique de I'huile d'olive extra-vierge (HOEV) tout au long de cette procédure a 180 °C,
avant et aprés, pendant 60 minutes, en comparant le bénéfice de son utilisation avec I'huile
d’olive vierge (HOV), I'huile d’'olive commun (HO), ceux-ci moins riches en poliphénols, et
aussi avec les huiles de tournesol (HT), de mais (HM), de soja (HS) et de cacahuéte (HC) .
Aprés la procédure a 180 °C, tous les échantillons d’huile d’olive, indéependamment de sa
qualité, ils se trouvaient chimiquement stables, cela veut dire qu'ils n'étaient pas oxydés,
donc, encore propres a la consommation. Néanmoins, étant donné le haut contenu
phénolique des exemplaires d’ HOEV, le temps “d'étagére” de ces échantillons a été
supérieur a ceux d’ HOV et d HO. DG encore a la présence considérable de ce type
d’antioxydants, les extraits obtenus a partir de I' HOEV, ont montré qu'ils possédent une plus
grande capacité anti-radicalaire, comparativement a ceux des autres huiles d'olive analysés.
D’un autre cété, tous les échantillons étudiés dans les autres huiles végétaux, celles-ci se
sont présentées oxydées ou avec un “temps d'étagére” plus court. La plus grande
concentration en tocophérols de ces échantillons n'a pas été suffisante pour éviter la

dégradation oxydative de ces huiles, beaucoup plus riches en acides gras polinsaturés.




Egalement, on a vérifié que la présence d’aliments (des pommes de terre et de viande) a
contribué a l'augmentation de la stabilité oxydative des différents échantillons étudiés, dans
toutes les huiles alimentaires testées. En général, pendant la procédure des huiles d'olive, la
concentration de I'hidroxitirosol et des secoiridoids a baissé drastiquement. On a vérifié
l'apparition de deux composés inconnus (1 et 2) dans I'extrait phénolique des huiles d’olive
pendant la procédure, en particulier, chez les échantillons qui contenaient des aliments. Un
de ces composés (1) a été identifié par LC-DAD-MS comme un dérivé de l'acide elendlic,
I'acide 4-formyl-3-[(1-metiloxicarbonil-2-oxo)éthyl]-hex-4-énoique, probablement, Iui, un
dérivé de la dégradation par hydrolyse des secoiridoids. Pourtant, ce n'a pas été possible
I'identification de I'autre composé inconnu (2) d( a la co-élution d’autres composés.

La deuxiéme partie de cette recherche a eu comme but le méme type d'évaluation
aux poliphénols des échantillons d’ HOEV, avant et aprés la cuisson des aliments, a 100 °C,
pendant 60 minutes et comparer le bénéfice de son utilisation concernant I' HO. L'addition de
cette huile a été effectuée des le début et a4 15 minutes de la fin de la procédure, tout en
visant une utilisation meilleure de cette graisse. Toutefois, les résultats obtenus dans les
echantillons de l'huile d'olive procédés dans les deux temps différents n'ont pas été
importants. Aprés la procédure a 100 °C, aucun des échantillons se trouvait oxydé. A
I'imitation de ce qui est arrivé dans la premiére partie de ce travail, la procédure a affecté la
quantité de composés phénoliques des échantillons, surtout chez ceux ou les aliments
etaient présents. Une fois de plus, on a observé une diminution drastique de la concentration
en hidroxitirosol et en secoiridoids avec la procédure. Cependant, et au contraire de ce qu'on
a observé dans la procédure a 180 °C en I'absence d’eau ajoutée, les aliments ont contribué
a une plus grande destruction de I'extrait phénolique. On a encore confirmé le caractére
hydrophile de ces composés, vu qu'une grande partie de sa quantité (40 — 70%) a migré
vers la phase aqueuse des échantillons. On a également détecté la présence des composés
inconnus 1 et 2, autant dans les phases aqueuses comme dans les phases huileuses, mais
dans une concentration totale majeure a celle qu’'on a pu observer dans la procédure a 180
°C en l'absence d'eau ajoutée, ce qui confirme I'événement d'une forte dégradation par
hydrolyse des secoiridoids présents dans I'huile d’olive. Il parait que les aliments contribuent
a laugmentation de cette hydrolyse. Cependant, et malgré la grande destruction des
composés phénoliques par la procédure, la capacité anti-radicalaire de ces extraits a été
élevée, ayant été plus grande autant que la quantité de phénols y présents. Aprés la

procédure, la concentration en a-tocophérol s'est maintenue pratiquement inaltérée dans

tous les échantillons.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A — Azeite

ABTS ™ — Radical catido obtido a partir do acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-
sulfénico

AEV — Azeite extra-virgem

AV — Azeite virgem

A/ O — agua em dleo

B — Batata

BHA - butilhidroxianisol

BHT - 2,6-di-t-butil-4-metoxilfenol

C - Camne

CEN - Cenoura

CEB - Cebola

GC - Cromatografia em fase gasosa (Gas Chromatography)

Glu - Glucose

DC — Dienos conjugados

DPPH - Radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo

EDL - Energia de dissociagdo de ligagao

HDL - Lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoprotein)

HyTy — Hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol ou 3,4-DHPEA)

HyTyAc — Acetato de hidroxitirosol

HyTy-EA — isébmero da oleuropeina aglicona (ou 3,4-DHPEA-EA)

HyTy-EDA — forma dialdeidica do acido elendlico ligado ao 3,4-DHPEA (ou 3,4-DHPEA-
EDA)

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography)
IA — indice de p-anisidina

IP — indice de peroxidos

LC-DAD-MS - Cromatografia liquida com detector com barra de diodos acoplado a
Espectrometria de Massa (Liquid Chromatography — Diode Array Detector — Mass
Spectrometry)

LDL - Lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein)

m / z - Razdo massa / carga

MUFA — Acido gordo monoinsaturado (Monounsaturated Fatty Acid)

O/ A - dleo em agua

OA - Oleo de amendoim
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0G - Oleo de girassol

Ol - Oleuropeina

OM - Oleo de milho

0S - Oleo de soja

P — Processado

p.a — para andlise

Pl — Potencial de ionizagédo

PUFA — Acido gordo polinsaturado (Polyunsaturated Fatty Acid)
Py — Pinoresinol

PyAc — Acetoxipinoresinol

SFA — Acido gordo saturado (Saturated Fatty Acid)

TAG - Triacilglicerol

TAH - Transferéncia do atomo de hidrogénio

TBA - Acido tiobarbiturico

TBHQ - t-butilhidroquinona

TE — Transferéncia electrénica

Ty — Tirosol (p-hidroxifeniletanol ou p-HPEA)

Ty-EA — isémero do ligstrosido aglicona (ou p-HPEA-EA)

Ty-EDA — forma dialdeidica do acido elendlico ligado ao p-HPEA (ou p-HPEA-EDA)

tr — tempo de retengao

UV-Vis — ultravioleta — visivel

VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade (Very Low Density Lipoprotein)
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Tese de Mestrado em Quimica Introdugéo

1.1. OLEOS VEGETAIS

Os dleos vegetais representam actualmente um dos principais produtos extraidos de
plantas, sendo cerca de 2/3 usados em produtos alimentares.

Fazem parte da sua constituicdo triacilglicerdis (TAGs, cerca de 95%) e
componentes em menor proporgdo como mono e diacilgliceréis, que actuam
fundamentalmente como emulsionantes, acidos gordos livres, tocoferdis, polifendis
(importantes antioxidantes), proteinas, esteréis e vitaminas 2.

O uso diario dos dleos vegetais, conduziu a necessidade de se avaliar melhor o seu
grau de resisténcia, sobretudo, no que respeita a sua estabilidade no processamento e
armazenamento.

Os dleos oriundos de frutos, como o oleo da azeitona, sao denominados azeites e os
Oleos provenientes de sementes, nomeadamente, de milho, soja, amendoim e girassol,

serdo designados de 6leos de oleaginosas .

1.1.1. O AZEITE

O azeite é uma gordura liquida a temperatura de 20 °C, obtida directamente do fruto
da oliveira (Olea europea Linaeus), mediante processos de extraccdo, depuragdo e
refinagdo . E um alimento antigo, classico da culinaria contemporanea e utilizado cada vez
mais em grande parte das cozinhas. Sendo a principal gordura da dieta mediterranica, é de
todo a mais saudavel para a alimentagdo humana e a unica que pode ser consumida virgem
e crua. Deste modo, é-lhe conferida uma grande vantagem sobre os restantes oOleos
vegetais *|.

A oliveira € uma arvore tipica da costa mediterrdnica que exige uma grande
luminosidade e um clima caracterizado por Invernos amenos, Outonos ou Primaveras
chuvosas e Verdes quentes e secos. Assim, na Primavera de cada ano, surgem flores a
partir dos ramos que nasceram e cresceram no ano anterior. Muitas originam frutos,
formando-se e endurecendo primeiro o carogo, e sO posteriormente se assiste a um
aumento do volume, com definicdo da forma da polpa. Em pleno Verédo, observa-se a uma
alteracdo gradual da cor da azeitona, desde o verde ao violaceo e do roxo escuro ao negro.
Entre Setembro e Outubro, a azeitona atinge o tamanho final. No decurso deste processo de
maturagdo, acumulam-se lipidos, goticula a goticula, sobretudo nas células da polpa. Esses
lipidos sd@o constituidos essencialmente por glicéridos de elevado valor energético.
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Simultaneamente, formam-se também vitaminas, hidrocarbonetos, esteréis, pigmentos,
polifendis, alcoois, ceras, cetonas e aldeidos que, juntamente com os lipidos, irdo engrossar
as goticulas de gordura (azeite). O grau de maturidade do fruto condiciona o respectivo
sabor e, conforme a variedade e a zona de exploragdo, a azeitona é destinada a produgéo
de conserva ou de azeite 11,

A oliveira possui um crescimento lento e nas condigbes mais favoraveis, produz
azeitonas ao fim de 5 anos de plantagdo, mas o seu auge de produgdo s6 é alcangado ao
fim de 20. Neste contexto, o seu periodo de maturacgéo e de plena produgéo ocorre entre os
35 e os 150 anos. Findo este periodo, inicia-se o seu envelhecimento com um rendimento
que passa a ser irregular.

Em média, uma oliveira adulta produz cerca de 20 kg de azeitonas por ano, sendo
necessario cerca de 5 a 6 kg para se obter 1 litro de azeite .

Para a obtengdo de um azeite de boa qualidade, as azeitonas devem chegar aos
lagares inteiras, maduras, sas para serem divididas e classificadas conforme a variedade e
o seu estado de salubridade e serem laboradas até 24 horas apés a apanha. Seguidamente
sdo ventiladas para a retengdo das folhas e lavadas com agua corrente. Segue-se a
moenda, que consiste na trituracdo das azeitonas até a formagdo de uma pasta, decorrente
da ruptura das células da polpa (que tende a facilitar a saida do azeite pelos vacutolos
formando-se gotas de maiores dimensdes, que podem facilitar a respectiva separagéo, face
as outras fases). Esta etapa é efectuada por moinhos de martelo metalicos ou de pedra
(més). Para assegurar a manutengéo das caracteristicas organolépticas do azeite virgem
durante a moenda deve evitar-se uma exposi¢gdo muito prolongada da pasta da azeitona ao
ar, minimizando as reacgées de peroxidagdo que posteriormente originam o rango, e reduzir
ao maximo a superficie livre de pasta, limitando deste modo as perdas de aroma do azeite.
Apods a moenda, a pasta é batida e aquecida (termobatedura), a fim de facilitar a separagao
do azeite. Posteriormente, procede-se a separag¢do da fase sélida (bagaco) das fases
liquidas (azeite e agua de vegetagao) por sistemas de pressao realizados por intermédio de
capachos, seguidos de uma decantagdo (método classico), por centrifugacdo (método
continuo) ou por percolagéo ou filtragao selectiva (método descontinuo).

Ao contrario do que acontece com os outros 6leos vegetais, ndo sdo admitidos para
o0 azeite, solventes ou métodos quimicos de extracgao.

O azeite virgem assim obtido, € um produto natural que conserva inalteraveis todos
os seus componentes e propriedades bioldgicas incluindo vitaminas, antioxidantes e
caracteristicas organolépticas. Para tal, deve ser armazenado em depositos de ago
inoxidavel, em que estes devem ficar cheios, com um espaco de cabega preenchido com

gas inerte e permanecer entre 15 — 18 °C, permitindo, deste modo, uma correcta maturagao
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do azeite sem favorecer a sua oxidagao. A auséncia de cobre e de ferro sdo fundamentais,
pois sdo dois metais que contribuem para o desenrolar deste fendmeno. A luminosidade
também deve ser diminuta para evitar que reac¢des de fotoxidagéo ocorram .

De acordo com a legislagdo (Reg (CE) n° 1638/98 de 28/07/98), os azeites sdo
classificados e denominados do seguinte modo:

Azeite Virgem - é o sumo das azeitonas, extraidas unicamente por processos
mecanicos ou outros processos fisicos — em condigdes nomeadamente térmicas, que nédo
alterem a composi¢éao do azeite — e que ndo tenham sofrido outros tratamentos para além
da lavagem, da decantagdo, da centrifugacdo e da filtragdo, com exclusdo dos azeites
obtidos com solventes ou por processos de reesterificagdo e de qualquer mistura com 6leos

de outra natureza.

- Azeite Virgem Extra: azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oléico,

n&o superior a 1 g por 100 g, com odor e sabor perfeitos.

- Azeite Virgem: azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oléico, ndo
superior a 2 g por 100 g, com odor e sabor perfeitos.

- Azeite Virgem corrente: azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido

oléico, n&o superior a 3,3 g por 100 g, com um bom sabor e odor.

- Azeite Virgem lampante: azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido

oléico, superior a 3,3 g por 100 g, com um sabor e odor improprios para consumo ™,

Azeite refinado - é o azeite obtido por refinagdo do azeite virgem que apresente
defeitos, por métodos que néo provoquem alteragdes na estrutura glicérida inicial, com uma
acidez livre, expressa em acido oléico, ndo superior a 0,5 g por 100 g e com outras

caracteristicas conforme as previstas para esta categoria.

A refinacdo destina-se a eliminar do azeite substancias que podem conferir aromas,
cor, sabor e acidez elevada devido a influéncia de varios factores, como condigdes
climaticas, colheita tardia das azeitonas, erros no processo de armazenamento e/ou
extracgao, entre outros, 0 que nao permite a sua comercializagdo. Na refinagdo dos azeites

virgens, desenvolvem-se processos de:

1) Neutralizagao dos acidos gordos livres (acidez), com solugdes alcalinas;
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2) Descoloragdo, com adsorventes inertes ou membranas, que retira a cor, tornando o
azeite um liquido semi-transparente;

3) Desodorizagao, pela passagem de vapor de agua ou outros gases inertes, que retiram o
odor do azeite, tornando-o inodoro * ¢,

Azeite - composto por uma mistura de azeite refinado com azeite virgem (excluindo o
lampante), com uma acidez livre, expressa em acido oléico, ndo superior a 1,5 g por 100 g e

com outras caracteristicas conforme as previstas para esta categoria .

Na tabela 1-1 estdo resumidos os varios tipos de azeite de acordo com as suas
caracteristicas.

Tabela 1-1: Tipos de azeite e suas caracteristicas e

TIPO DE AZEITE ACIDEZ LIVRE
(% ACIDO APLICACAO
OLEICO)
) Venda directa ao
Azeite Extra-Virgem <1
consumidor
) Venda directa ao
Azeite Virgem £2 .
consumidor
Azeite Virgem — Para lotear com azeite
corrente ' refinado
Farmacia, cosmética.
Azeite Virgem 53 Depois de refinado,
> 3
lampante pode ser para
consumo
Para lotear com azeite
Azeite refinado <05 .
virgem n&o lampante
Azeite refinado
enriquecido com
Azeite <15 .
azeite virgem. Venda
ao consumidor
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Para se definir a qualidade de um azeite, recorre-se a analise quimica e sensorial. Séo
varios os factores que influenciam as caracteristicas organolépticas de um azeite, tais como:
a variedade de oliveiras, o clima, o solo, a altitude e as técnicas culturais. As principais
analises quimicas realizadas ao azeite sdo, entre outros, o grau de acidez, o indice de
peroxidos, a absorcdo no UV a determinados comprimentos de onda, andlise aos acidos
gordos esterificados e aos fitoesterdides (importantes na identificagdo de adulteragoes).
Antes de ser embalado, o azeite € classificado tendo em conta os parametros

referidos anteriormente

1.1.1.1. CONSTITUIGAO DO AZEITE

Quimicamente o azeite é constituido essencialmente por TAGs (98%), responsaveis
pela viscosidade e densidade do referido 6leo alimentar. Estes possuem um elevado teor
em &cidos gordos monoinsaturados (MUFAs, cerca de 78%), baixo teor em acidos gordos
saturados (SFA, cerca de 14%), quantidades reduzidas de acidos gordos polinsaturados
(PUFAs), em particular o acido linolénico (<1,5%), principal responsavel pela alteragdo das
gorduras por processos oxidativos e ainda 2% de outros compostos, como alcoois alifaticos
e triterpénicos, esterdis, ceras, fosfolipidos, pigmentos (clorofilas e feofitinas, responsaveis
pela cor esverdeada do azeite), hidrocarbonetos como o esqualeno, compostos volateis
(associados ao mau sabor do azeite) e compostos antioxidantes (carotenodides, fenéis
lipofilicos, hidrofilicos e tocoferéis, que apesar de se encontrarem presentes em muito baixa
quantidade, protegem o nosso organismo dos radicais livres 71,

A esterificagdo do glicerol com os acidos gordos, originando um TAG esta

representada na figura 1-1.

HO—C—R' H,C—0—C—R'
H,C—OH
l -3H,0
HC—OH + HO—C=R"' o | O © e By - g
H,C—OH |C|>
HO—C—R" H,C—0—C—R
Glicerol Acidos gordos Triacilglicerol

Figura 1-1: Formagédo de um triacilglicerol. Se R’ = R” = R’” é um triacilglicerol simples, se R’,

R” e R’ sdo diferentes, é um triacilglicerol complexo ou misto .
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Sao varias as reacgdes quimicas a que os TAGs estdo sujeitos, nomeadamente:

- hidrélise, reacgdo inversa da sua formacao (esterificagao); pode ser catalisada por acido,
originando acidos gordos e glicerol, ou por base (saponificagdo), dando origem a glicerol e

sais de acidos gordos (carboxilatos de sodio e potassio) ®;

- hidrogenagao catalitica: método no qual se adiciona hidrogénio directamente as ligagées
duplas dos acidos gordos, catalisado por Niquel (Ni) ou Platina (Pt) . O nimero das
ligagdes duplas nas moléculas dos acidos gordos &, portanto, reduzidos ™. Tratar a gordura
com H; gasoso de alta pureza, na presenca de um catalisador (Ni, por ex.) e sob condigdes
de elevadas pressfes e temperaturas (1-10 atm; 160-220 °C), conduz a reacgdes de
isomerizagdao — geométrica e de posi¢ao, ou seja, conversao das ligagdes duplas cis dos
acidos gordos, em trans (esta é a configuragdo termodinamicamente preferidas ligagdes
duplas). O ponto de fusdo de uma gordura hidrogenada depende do grau de saturagéo que
se obtenha e da concentragdo de isbmeros frans e posicionais que se formem

- rango oxidativo, que sera discutido mais adiante na oxidacgéo lipidica.

1.1.1.1.1. Acidos gordos no azeite

O azeite € uma substancia rica em acidos gordos, de entre os quais se destaca o
acido oléico, com cerca de 78% do total dos acidos gordos que o constituem. Trata-se de
um acido gordo de 18 atomos de carbono, que tem uma so ligacdo dupla entre os carbonos
9 e 10. E certo que se metaboliza faciimente, constituindo uma fonte de energia de imediata
utilizagao "%,

Pelo facto de ser constituido maioritariamente por acido oléico, o azeite é
considerado uma gordura essencialmente monoinsaturada. No entanto, para aléem deste, os
acidos palmitico, palmitoléico, estearico, linoleico e linolénico estdo também presentes em
quantidades consideraveis.

Na tabela 1-2 encontra-se a composigdo em acidos gordos presentes no azeite e os

respectivos limites.
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Tabela 1-2: Composigao dos acidos gordos no azeite de acordo com a norma NP-972, 1973 1

ACIDO GORDO ESTRUTURA LIMITES
(%)

Palmitico (C16:0) CHy(CH,)1sCOOH 7.5-20,0
Palmitoléico(C16:1) | CHa(CH,)sCH=CH(CH,);COOH 0,3-35
Estearico (C18:0) CHy(CH,):COOH 0,5-5,0

Oleico (C18:1) CHy(CH,);CH=CH(CH,),COOH | 55,0 - 83,0

Linoleico (C18:2) | CHy(CHa)s(CH=CHCH,);(CH,);COOH | 2,0 — 20,0
Linolénico (C18:3) | CH3CH,(CH=CHCH,)s(CH,)sCOOH | 0,1-1,5

1.1.2. OLEOS DE OLEAGINOSAS

As sementes de oleaginosas, nomeadamente de soja (Glycine max L.), amendoim
(Arachis hypogaea L.), girassol (Helianthus annus L.) e milho (Zea mays L.) constituem a
matéria-prima essencial a producdo de dOleos brutos que, apos a refinagdo, originam os
6leos alimentares 11,

Para o controlo de qualidade dos oleos refinados, devem efectuar-se analises para a
afericdo do indice de peroxidos, o qual ndo deve exceder os 10 mEq O,/ kg de gordura, da
acidez (expressa em acido oleico e que deve ser inferior a 0,2 %) e da viscosidade entre
outros parametros, procedendo-se entdo ao armazenamento em tanques, para posterior
enchimento, capsulagem e rotulagem em garrafas .

Tal como o azeite, os 6leos de oleaginosas possuem uma fracgdo saponificavel,
constituida maioritariamente (90-99%) por TAGs, com uma percentagem de acidos gordos
variavel, que definem algumas das suas caracteristicas, nomeadamente, a sua viscosidade,
ponto de fusédo e a sua estabilidade oxidativa. Assim, equacionando o grau de insaturagao e
o tamanho das moléculas dos acidos gordos, os oleos vegetais com um elevado teor em
acido linoleico e linolénico (PUFAs), tendem a ser pouco resistentes a oxidagédo. Por outro
lado, os dleos mais saturados (com elevadas quantidades de acido estearico ou palmitico)
possuem uma viscosidade elevada e apresentam uma maior resisténcia face a oxidagéo.

Na tabela 1-3 podemos observar a composicdo em acidos gordos existente em

alguns oleos alimentares e os respectivos limites.
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Tabela 1-3: Composigdo dos acidos gordos nos éleos de milho, soja, amendoim e girassol. (De
acordo com as normas: NP — 961,1979; NP — 1539,1978; NP — 946, 1981;NP — 945, 2004).

LIMITES (%)

G
P C16:0 c16:1 C18:0 c18:1 c18:2 c18:3
°':‘Th:° 80-190 | max.05 | 05-40 | 250-500 | 34,0-62,0 | max. 1.9%
Oleo de soja | 7,0- 13,0 ] 20-6,0 | 190-350 | 40,0-62,0 | 4,0-140

Oleo de
80-140 | max02 | 10-45 | 350-69,0 | 120-430 | max 03

amendoim

Oleo de
30-100 | 05-01 | 20-80 | 14,0-400| 40,0-750 | max. 05

girassol

1.2. ANTIOXIDANTES

O oxigénio é absolutamente necessario a vida, em particular a respiragéo celular.
Contudo, o seu metabolismo pode originar elementos reactivos, as chamadas espécies
reactivas de oxigénio. Estes compostos de oxigénio quimicamente instaveis, estédo
naturalmente presentes no nosso organismo, como resultado de reacgdes bioquimicas que
ocorrem nos NOssos sistemas organicos.

Felizmente, compostos denominados antioxidantes, rapidamente combatem estas
espécies, inibindo o “stress” oxidativo (excesso de radicais livres). Portanto, antioxidantes
sdo substancias capazes de inibir ou retardar o desenvolvimento do processo de oxidacao,
bloqueando a formagdo de radicais livres, ou interagindo com estes, tornando-os inactivos
[4,12].

A inibigdo da autoxidagdo pelos antioxidantes é uma pratica importante na
preservacdo dos lipidos polinsaturados face a deterioragdo oxidativa. Antioxidantes
sintéticos como o butilhidroxianisol (BHA), 2,6-di-t-butil-4-metoxilfenol (BHT) ou t-
butilhidroquinona (TBHQ) (figura 1-2) tém vindo a ser largamente utilizados como

antioxidantes em alimentos.
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OH OH
C(CH3); (H3C)sC C(CHa)s
OH CH;
TBHQ BHT
OH OH
C(CH3);
+
C(CH3)3
OMe OMe
BHA*

Figura 1-2: Formulas de estrutura de alguns antioxidantes sintéticos. * O BHA é uma mistura
dos dois isomeros estruturais.

Embora estes antioxidantes sejam eficazes e relativamente baratos, tem sido dada
uma especial atengdo ao uso de antioxidantes naturais, como os polifenois e os tocoferois,
uma vez que tém mostrado claros efeitos benéficos como agentes anti-carcinogénicos e

como inibidores de reacc¢des de oxidagdo existentes biologicamente no nosso organismo
[13,14]

De acordo com a sua natureza, os antioxidantes podem ser classificados em dois

grupos:

e Primarios ou “chain-breaking”, os quais reagem com os radicais lipidicos
altamente energéticos, convertendo-os em produtos termodinamicamente mais estaveis
através da doagdo do seu hidrogénio aos radicais alquilperoxilo (ROO") ou alquilo (RO")
formados durante a iniciagdo da oxidagao lipidica (1 e 2).

ROO* +AH — ROOH + A* (1)
RO+ AH ——> ROH + A* (2)
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Um exemplo deste tipo de antioxidantes sdo os fendis. O fenol por si s6 € inactivo, mas a
substituicdo de grupos alquilo nas posigdes 2, 4 ou 6 aumenta a densidade electrénica no
grupo hidroxilo por efeitos estéreos e indutivos, aumentando deste modo a sua reactividade
com o radical lipidico. Este é estabilizado pela deslocalizagdo de um electrdo
desemparelhado no anel aromatico como mostra a figura 1-3.

O- 0] O 0
R R R R
e - S I -

Figura 1-3: Estabilizagdo de um fenol alquilado por deslocalizagdo electrénica (R = grupo
alquilo).

O efeito antioxidante esta directamente relacionado com a estabilidade por ressonancia dos
radicais fenoxilo.

Os antioxidantes primarios, reagem com os radicais lipidicos convertendo-os em
produtos mais estaveis, como podemos observar pelas equagdes que se seguem (3-7):

IH+X*® ——— L' +XH (3)

L* +il)y === LOO" (4)
LOO* + LH ——— LOOH+L* (5)
LOO* + AH ——— LOOH+A" (6)

LO* + AH ——— LOH+A"* (7)

Os lipidos polinsaturados (LH) podem formar radicais livres (L') quando se oxidam na
presencga de um iniciador (X") (3) (ver oxidacgao lipidica). Estes radicais alquilo reagem muito
rapidamente como oxigénio, formando radicais peroxilo (LOO ") (4), que por sua vez, reagem
com outras moléculas lipidicas, originando hidroperoxidos (LOOH) (5). Os antioxidantes
(AH), inibem esta oxidacado reagindo com os radicais peroxilo, terminando, deste modo, a
propagacdo da cadeia (6) e com os radicais alcoxilo (LO") para inibir a decomposigdo dos
hidroperéxidos e diminuir a formagdo de compostos indesejaveis, como os aldeidos (7).
Deste modo, os antioxidante primarios competem com o substrato lipidico, originando um
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radical (A") que pode formar produtos néo radicalares como dimeros, peroxidos estaveis,

alquilos ou derivados insaturados.

O poder antioxidante dos compostos depende de varios factores, nomeadamente da
sua estrutura, concentragdo e da temperatura "*'®. Assim, sdo antioxidantes eficazes a
baixas concentragbes, mas podem exercer uma acgdo pré-oxidante na presenga de
elevadas concentragdes existentes nos oleos vegetais I'). A sua actividade antioxidante

também diminui com o aumento da temperatura 8.

* Secundarios ou preventivos, os quais reduzem a velocidade do processo de
iniciagéo, impedindo, ou pelo menos retardando, a formagéo de radicais livres resultantes da

decomposigédo dos hidroperdxidos através de varios mecanismos, tais como:

- complexagdo de metais (ex. acido citrico, acido ascoérbico, compostos fenolicos);

- absorgéo de radiagdo UV (ex. carotenos) '*2",

Uma vasta quantidade de antioxidantes esta presente nos 6leos alimentares 4,
Assim, no azeite destacam-se os caroten6ides e os compostos fenodlicos (fendis e
polifenéis), que por sua vez podem ser hidrofilicos, em que a sua maioria ndo é encontrada
noutros dleos ou gorduras e lipofilicos, como os tocoferoéis, maioritariamente presentes em
6leos vegetais, como o éleo de girassol, milho, soja e amendoim . De notar que estes

oleos, extraidos de sementes contém pouca ou nenhuma quantidade de carotenoides 4.

1.2.1. CAROTENOIDES

Os carotendides séo hidrocarbonetos biossintetizados a partir de 8 unidades de
isopreno (tetraterpenos) e como tal, possuem um esqueleto de 40 atomos de carbono 1223,

Estes compostos sdo os responsaveis pela intensa cor amarela, alaranjada ou
vermelha de uma elevada quantidade de alimentos provenientes de plantas, cor essa que
resulta da presenga de um sistema de ligagdes duplas conjugadas na molécula .
Juntamente com os residuos de clorofila (a e b), sdo os responsaveis pela cor amarela-
esverdeada do azeite .

Sao compostos lipossoliveis e extremamente sensiveis a luz e ao oxigénio. Na
auséncia destes factores, os carotendides sdo estaveis nos alimentos, mesmo a
temperaturas elevadas. A sua degradagdo é acelerada pelos radicais livres que se formam
durante a oxidagao lipidica * 23,
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Podem distinguir-se duas grandes familias de carotenoides:

* Carotenos, formados por carbono e hidrogénio, sdo moléculas altamente apolares

(ex. B-caroteno e licopeno);

e Xantofilas: carotendides mais polares, que contém na sua estrutura varios grupos
oxigenados, como o grupo hidroxilo (ex. luteina, zeaxantina — presente no milho) e o
grupo carbonilo (ex. violaxantina, neoxantina) 12%.

No azeite estdo presentes, essencialmente, a luteina, responsavel pela pigmentagdo de
certos vegetais, o [-caroteno, pro-vitamina A, importante na estimulagdo do sistema

imunolégico, a violaxantina e a neoxantina ® 2¢.

1.2.2. FOSFOLIPIDOS

O azeite virgem recém produzido pode conter pequenas quantidades destes
compostos saponificaveis, sendo a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina os fosfolipidos

mais conhecidos .

1.2.3. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos estdo abundantemente presentes nas plantas. Sao
considerados como uma das principais classes de metabolitos secundarios das mesmas,
que apresentam propriedades sensoriais (ex. cor e sabor) e nutricionais muito peculiares #*
27]_

Estes compostos estdo presentes no azeite virgem e caracterizam-se,
convencionalmente, como “polifenois”. Trata-se de um termo convencional, uma vez que
nem todos sdo polihidroxilados e sdo parte da fracgdo polar obtida do azeite por extracgédo

281 O azeite refinado, assim como outros oleos vegetais s&o

com metanol-agua
praticamente desprovidos deste tipo de antioxidantes, uma vez que, como sdo compostos
polares, faciimente sdo eliminados durante a refinagéo .

As principais classes de compostos fenolicos presentes no azeite virgem sdo: alcoois

fendlicos, acidos fendlicos, flavondides, lignanos e secoiridoides.
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1.2.3.1. ALCOOIS FENOLICOS

Os compostos 3,4-dihidroxifeniletanol (3,4-DHPEA ou hidroxitirosol, HyTy) e o p-
hidroxifeniletanol (p-HPEA ou tirosol, Ty) sdo os alcoois fenolicos mais abundantes no azeite
virgem ®* 3 A sua concentracdo é geralmente baixa nos 6leos frescos, mas aumenta

durante o seu armazenamento . Tal facto deve-se a hidrélise dos secoiridoides existentes

no azeite virgem que contém 3,4-DHPEA e p-HPEA na sua estrutura molecular.

Posteriormente foi identificado o acetato de 2-(3,4-dihidroxifenil)etilo (acetato de
hidroxitirosol, HyTyAc) como componente da fracgdo fenélica do azeite P2, (figura 1-4)

OH

HO HO
OH

a)

Figura 1-4: Estrutura quimica dos alcoois fendlicos e seus derivados presentes no azeite

OH

HO

OCOCH,;

H

virgem. a) Hidroxitirosol; b) Tirosol; c) Acetato de hidroxitirosol m

1.2.3.2. ACIDOS FENOLICOS

Os acidos fenolicos possuem uma estrutura quimica basica de Cg-C, (acidos
benzdicos) e C¢-Cs (acidos cinamicos) . Estes compostos, como o acido vanilico, siringico
(figura 1-5), p-cumarico e acido cafeico (figura 1-6) foram o primeiro grupo de fendis

observados no azeite virgem B34,

OOH

R1 R2

R, R, | ACIDO FENOLICO
OCH3| H Acido vanilico
OCH3 [ OCH3 | Acido siringico

[7

Figura 1-5: Estrutura quimica de acidos benzoéicos "',
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COOH
R, |R; | R; | ACIDO FENOLICO
/ 1 2 3
H [H |H | Acido cinAmico
H |OH|H | Acido p-cumarico
OH | OH | H | Acido cafeico
R1 RS
R

Figura 1-6: Estrutura quimica de acidos cinamicos 7,

1.2.3.3. FLAVONOIDES

Os flavondides sdo compostos com um esqueleto de 15 atomos de carbono. Todos
eles possuem duas unidades distintas: um fragmento C¢-C; que contém o anel AC e o
fragmento Cg que contém o anel B (figura 1-7).

E um grupo de fenois bastante diversificado em termos estruturais, subdividido em
varias classes, tais como as catequinas, antocianinas, flavonois e flavononas, entre outras,
sendo que a actividade antioxidante de cada uma delas advém da presenca das estruturas
fenolicas na sua constituigao.

Figura 1-7: Estrutura quimica de um flavondéide 133

A quantidade deste grupo fendlico tanto na azeitona como no azeite virgem é bastante
baixa. No entanto, Rovelli et al. reportaram que no azeite virgem estdo presentes,
essencialmente, a luteolina e a apiginina (flavononas) "3 ],

1.2.3.4. LIGNANOS

Recentemente isolados e caracterizados, os lignanos encontrados mais

frequentemente no azeite virgem sdo o pinoresinol (Py) e o (+)-1-acetopinoresinol (PyAc)

32

Lisete Silva




Tese de Mestrado em Quimica Introdugéo

(figura 1-8) .. Este grupo de compostos fendlicos parece ser dos mais estaveis durante o
armazenamento do 6leo B¥"32,

R4 LIGNANO

OCOCH; | (+)-1-acetoxipinoresinol

H (+)-1-pinoresinol

7
3

Hs

Figura 1-8: Estrutura quimica dos lignanos presentes no azeite virgem [,

1.2.3.5. SECOIRIDOIDES

Enquanto os acidos fendlicos, alcoois fendlicos e os flavonoides estéao presentes em
muitos frutos e vegetais pertencentes a varias familias botanicas, os secoiridéides
encontram-se exclusivamente em plantas pertencentes a familia Olearaceae, na qual se
inclui a oliveira (Olea europaea) ™.

Sdo os compostos fendlicos presentes em maior abundancia no azeite virgem.
Caracterizam-se pela presenga do acido elendlico ou derivados deste na sua estrutura
molecular #,

Os secoiridéides predominantes no azeite virgem sao: a forma dialdeidica do acido
elendlico ligado 3,4-DHPEA (3,4-DHPEA-EDA), secoiridéide mais abundante no azeite
virgem, um isébmero da oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA), a forma dialdeidica do acido
elendlico ligado ao p-HPEA (p-HPEA-EDA) e um isémero do ligstrésido aglicona (p-HPEA-
EA) (figura 1-9) B ¥l Estes fendis hidrofilicos podem ser originados durante o
esmagamento das azeitonas, por hidrolise da oleuropeina (Ol), desmetiloleuropeina e
ligstrésido (figura 1-10) .
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O o)
a) o b) 0]

|
o)

O=—

c) d)

Figura 1-9: Estruturas quimicas dos secoiridéides presentes no azeite virgem.
a) 3,4-DHPEA-EDA, b) p-HPEA-EDA, c) 3,4-DHPEA-EA, d) p-HPEA-EA.

0.

O-Glu O-Glu

HO. ®)
HOD/\/

c)

a)

-Glu

Figura 1-10: Estruturas quimicas dos secoiridéides presentes na azeitona ' %),

a) Oleuropeina, b) ligstrésido, c) desmetiloleuropeina.
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Enquanto a oleuropeina e a desmetiloleuropeina foram encontrados em todas as
partes da azeitona como a casca, polpa e semente, o secoiridéide niizhenide (figura 1-11),
derivado do tirosol, caracterizado por Servilli et al., *" foi exclusivamente encontrado na

semente do fruto.

HO.

HO H

Figura 1-11: Estrutura quimica do niizhenide .

A oleuropeina e o ligstrosido (glicdsidos) sdo os principais compostos presentes na
azeitona, no entanto, sdo praticamente inexistentes no azeite devido a sua elevada
solubilidade em agua, sendo encontrados os seus derivados que igualmente contém o grupo
catecol do HyTy M. Quimicamente, a oleuropeina é um éster do acido elendlico com o
HyTy; as correspondentes agliconas sdo originadas por hidrélise acida, enquanto o HyTy se
obtém por hidrélise alcalina. A estrutura do ligstrésido é similar a da oleuropeina, mas com

[6, 42]

Ty em detrimento do HyTy

1.2.3.6. TOCOFEROIS

Os tocoferois (vitamina E) sdo antioxidantes monofendlicos naturais, presentes
essencialmente nos 6leos de sementes oleaginosas como o 6leo de girassol, milho, soja e
amendoim, mas também no azeite virgem (em menor quantidade). Sdo compostos
importantes, pois contribuem para a estabilidade dos mesmos, tornando-os menos
susceptiveis a oxidagao.

A quantidade de tocoferol presente nos oleos alimentares (tabela 1-4) é afectada
pelo cultivo, processamento e armazenamento do 6leo 3. O processo de refinacdo, em
particular a desodorizagdo, reduz o teor deste antioxidante nos éleos ' 44451
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Tabela 1-4: Quantidade (mg / 100g) de tocoferéis em 6leos alimentares [* %%,

Oleo a-tocoferol | f-tocoferol | ytocoferol | &tocoferol
Girassol 56,4 2,45 04 0,09
Milho 27,2 0,2 56,6 24
Soja 17,9 2.8 60,4 3ra
Amendoim 14,1 0,4 131 0,92
Azeite 9,0* 0,2 0,5 0,04

(* representa 95% do total de tocoferois)

Os tocoferdis diferem uns dos outros apenas no nimero e posigdo dos grupos metilo
do anel aromatico (figura 1-12). A sua actividade depende do meio, da temperatura e da
presencga de metais pesados (ex. ferro e cobre), uma vez que actuam como pré-oxidantes

na presenca destes.

CH CH CH
CH, 3 3 3

R, | R; | ESTRUTURA
CH; | CH3 |  a-tocoferol
CH; | H B-tocoferol

H [ CH;| y-tocoferol

H H o-tocoferol

Figura 1-12: Estrutura quimica dos tocoferdis presentes nos 6leos alimentares “°.

O a-tocoferol, completamente metilado, é o tocoferol mais abundante na natureza e

com maior poder antioxidante a nivel biolégico. No entanto, a sua actividade nos oleos
[37, 47, 48]

aumenta na seguinte ordem: a-tocoferol < -tocoferol < y-tocoferol < -tocoferol
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1.2.3.7. AIMPORTANCIA DOS COMPOSTOS FENOLICOS

E dificil estabelecer uma fungdo biolégica a cada um dos compostos fendlicos
presentes nos oOleos alimentares. No entanto, pode dizer-se que todos eles possuem
propriedades quimicas e bioldgicas comuns, tais como: actividade antioxidante, de
complexagao e potencial para a autoxidagao.

Os compostos fenélicos sdo importantes na fisiologia das plantas, contribuindo para
a sua resisténcia face aos microorganismos e insectos e nas caracteristicas organolépticas,
como o odor e o sabor. Exibem relevantes propriedades antioxidantes, preservando a
integridade da planta face ao stress ambiental, incluindo a radiagdo de UV e temperaturas
elevadas 9,

1.2.3.7.1. A importancia dos compostos fendlicos na qualidade do azeite virgem:

Ao contrario do que acontece noutros Oleos vegetais, o azeite virgem contém uma
elevada quantidade de microcomponentes, dos quais fazem parte os polifendis (100-1000
mg / kg), que depende de varios factores como o clima e o grau de maturagdo da azeitona,
assim como a produgdo do azeite e o seu armazenamento ¥, Os compostos fendlicos
contribuem para as propriedades sensoriais da azeitona e do azeite virgem, como a cor e 0
sabor. A oleuropeina, por exemplo, é o principal composto responsavel pelo sabor amargo
do fruto.

1.2.3.7.2. A importancia dos compostos fendlicos na saiide humana:

O interesse pela dieta mediterranica tem vindo a aumentar, desde que estudos
epidemiolégicos mostraram que o consumo de legumes, frutas, vegetais, vinho em
quantidade moderada e de azeite esta associado a uma melhor qualidade de vida e a baixa
incidéncia de doengas cardiovasculares e certos cancros *® %1, O valor nutricional do azeite
advem da presenca de uma elevada quantidade de acido oléico e de compostos minoritarios
como os fitosterdis, carotendides, tocoferdis e fenéis hidrofilicos ** %2

Os lipidos que circulam na corrente sanguinea (TAGs, fosfolipidos, colesterol livre e
esterificado) estdo estritamente relacionados com proteinas, formando lipoproteinas que
actuam como principal veiculo de transporte dos lipidos, desde as zonas de absorgéo ou

degradacéo as de utilizagdo ou eliminacdo. Estas classificam-se, normalmente, em fungao
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da sua densidade, em 4 categorias: quilomicra, lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). As
quilomicra sdo as lipoproteinas de maior tamanho e de menor densidade, enquanto que as
HDL s&o as mais pequenas e as mais densas, diferindo entre si nas quantidades relativas
de TAGs, fosfolipidos, ésteres de colesterol e proteinas. Assim, quanto mais densa for a
lipoproteina, menor o seu conteido em TAGs e em colesterol. As LDL, séo as principais
transportadoras de colesterol no sangue desde o figado até aos tecidos e os factores que
influenciam os seus niveis no sangue tendem também a afectar a concentragéo total de
colesterol. Ao contrario das LDL (vulgarmente denominadas o “mau” colesterol), as HDL
(“bom” colesterol), tém um papel de transporte do colesterol desde as células dos tecidos ou
orgéos periféricos, onde este se encontra em excesso, ao figado, onde pode ser reutilizado
ou excretado pela via biliar, quer na forma livre, quer na forma de acidos biliares ™ %I

Sendo o azeite rico em acido oléico e linoleico, acredita-se entdo, que esta
composigéo seja em parte, responsavel pelo aumento da concentragdo das HDL, as quais
representam um factor de protec¢do na prevencdo de doencgas coronarias. O acido oléico,
facilmente metabolizado, reduz também a agregagdo plaquetaria, contribuindo para a
estabilizagdo da pressdo arterial e glicemia; exerce ainda uma influéncia positiva no

crescimento 6sseo 34,

Estudos efectuados mostraram que os polifenéis do azeite virgem inibem a oxidagéo
das LDL, factor determinante para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares como a
aterosclerose ®**®.. Varios estudos foram realizados aos secoiridoides e derivados, como o
HyTy, HyTy-EDA e HyTy-EA 5959,

- Petroni et al. ® avaliaram a inibicao da agregacao das plaquetas sanguineas pelo HyTy e
o0 seu envolvimento na sintese de tromboxano nas células humanas. Posteriormente,
testaram o efeito pela oleuropeina e flavondides na agregacdo das plaquetas sanguineas,

concluindo que estes sdo muito menos activos do que o HyTy;

- Bisignano et al. **'l verificaram que o HyTy e a Ol possuem uma actividade antibactericida
contra os principais agentes causadores das infecgdes intestinais e do tracto respiratorio nos

seres humanos;

- O HyTy e o Ty sdo dos compostos fendlicos mais caracteristicos do azeite virgem *2. Sao
absorvidos quando ingeridos e excretados pela urina como compostos livres e
glucoronideos conjugados 7.
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- Baseados na pungéncia na garganta, provocada pela ingestao do azeite, Beauchamp et al.
163641 analisaram o Ty-EDA, referido agora como “oleocantal” e verificaram que este possui
efeitos semelhantes ao ibuprofen, um potente modulador da inflamacgéo e analgésico. Estes
autores mostraram que, tal como o ibuprofen, ambos os enantiomeros do Ty-EDA inibem a
actividade, dependente da dose, de COX-1 e COX-2 (enzimas ciclo-oxigenase que catalisa
os passos “chave” para a inflamagéo bioquimica derivado do acido araquidonico). Assim, o
consumo de oleocantal, a longo prazo, podera contribuir para a protec¢do de determinadas
doengas, em virtude da sua actividade inibidora da COX, a semelhanga do ibuprofen. E
digno de ser mencionado que a hidrélise acida do oleocantal pode originar o acido elendlico
que é um composto dialdeidico ainda mais semelhante ao ibuprofen do que o préprio
oleocantal;

- Owen et al. mostraram o caracter inibidor dos lignanos no crescimento de células

cancerigenas da mama, pele, lingua e do célon

- Estudos epidemiolégicos mostraram que a vitamina E contida nos oleos vegetais, a
semelhanga dos polifen6is, também contribuem para um menor risco de doengas
cardiovasculares ao reduzirem a peroxidagao de PUFAs **®®_ A vitamina E é absorvida no

intestino, juntamente com os lipidos e transportada para o figado pelas quilomicras .

++ Aterosclerose

As doengas cardiovasculares sdo responsaveis por mais de metade da mortalidade nos
paises ocidentais, onde o consumo de gorduras de origem animal prevalece sobre o

consumo de gorduras de origem vegetal.

O colesterol, € um componente de todas as membranas plasmaticas eucaribticas,
essencial para o crescimento e viabilidade dos organismos superiores. No entanto, um

elevado nivel de colesterol no sangue contribui para o desenvolvimento da aterosclerose 7.

A aterosclerose € uma doenga que se caracteriza pelo endurecimento e
espessamento das paredes das artérias de médio e grande calibre, devido a deposi¢éo na
intima de lipidos (em especial de colesterol), tecidos fibrosos e calcio. Deste modo o seu
calibre é reduzido, dificultando o fluxo de sangue circundante #7- 7% 7",

Esta patologia esta relacionada com o aumento da concentragdo em LDL e
diminuigdo da concentragdo em HDL no sangue como resultado de modificagbes estruturais

e funcionais provocadas pela oxidagédo das LDL. A incorporagéo de lipidos ja oxidados nas

39

Lisete Silva




Tese de Mestrado em Quimica Introdugéo

LDL e / ou a oxidagao de lipidos presentes nas LDL podem estar na origem da oxidag&o das
referidas lipoproteinas. No entanto, a oxidagédo catalisada por metais € também uma
hipétese valida para a iniciacdo da oxidacdo lipidica, tendo em conta que estes se
encontram amplamente distribuidos no organismo e nos alimentos sob a forma de
complexos proteicos 7.

O processo aterosclerético inicia-se com a disfungdo do endotélio vascular, que
consiste num aumento da permeabilidade e migragcdo de monocitos permitida pela
citotoxidade das formas oxidadas das LDL. As LDL oxidadas funcionam como factores
quimioatractivos (quimiotaxia) face aos mondcitos circulantes, promovendo a sua passagem
pelas juncdes interendoteliais para a espaco subendotelial - intima (diapedese). Aqui as
LDL ndo oxidadas que penetraram também estdo sujeitas a oxidagdo. Na intima, os
mondcitos diferenciam-se em macréfagos, nos quais foram descobertos receptores
“scavenger”, especificas para a apo-B-100 oxidadas, que induzem a fagocitose das LDL
oxidadas e que ndo sao regulados pelos niveis intracelulares do colesterol, ocorrendo a
deposigéo destas células contendo altos niveis de colesterol dentro da parede arterial. Estes
macrofagos modificados denominam-se células esponjosas. A modificagdo oxidativa do
epitopo proteico (apoproteina B-100) das LDL, que permite o seu reconhecimento por
receptores membranares especificos e, consequentemente, a sua interiorizagédo celular,
provoca ainda uma inibigdo da mobilidade dos mondcitos residentes, contribuindo para a
sua adesdo nas paredes vasculares P71, Deste modo ocorre uma deposigdo de material,
formando-se as placas ateroscleréticas (ateromas) nas paredes do sistema circulatorio.
Estas tendem a depositar-se nas zonas onde o fluxo de sangue é mais intenso e turbulento.
Sobre as placas podem formar-se coagulos de sangue (trombos), que ao se desprenderem,
originam embolias (oclusbes) arteriais, podendo deste modo, obstruir total ou parcialmente
uma artéria, impedindo ou reduzindo a passagem do sangue 7072 De sequida, na figura 1-

13, estdo representadas duas artérias, uma saudavel e outra ja com ateromas.
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ARTERIA NORMAL ARTERIA COM ATEROMA

Figura 1-13: Artéria normal e outra com ateroma.

Existem numerosos factores de risco que contribuem para o desenvolvimento da
aterosclerose . Estes podem ser irreversiveis (ex. idade, sexo e hereditariedade),
reversiveis (ex. tabagismo, consumo excessivo de alcool, hipertenséo, diabetes e dieta) e
protectores (ex. exercicio fisico e estrogénio) ..

O risco da aterosclerose aumenta com a idade, provavelmente devido ao tempo que
as placas levam a formar-se . Esta doenga cardiovascular afecta mais o sexo masculino
do que o feminino antes da menopausa, pois aparentemente, o estrogénio (uma hormona
feminina) tem efeitos benéficos. Apos este periodo, a diferenga entre os sexos torna-se
menos evidente, ja que nesta altura, os niveis de estrogénio poderédo estar abaixo do limiar
requerido para exercerem os efeitos protectores 7.

Como qualquer outra doenca, a aterosclerose resulta de uma interacgdo que
engloba a tendéncia genética e 0 meio ambiente.

O tipo de gordura ingerida na dieta pode afectar directa ou indirectamente o
desenvolvimento da aterosclerose. Assim, varios estudos realizados demonstraram que uma
dieta rica em MUFAs, como o azeite, confere uma maior protecgdo das LDL face a oxidagédo
relativamente a uma dieta rica em PUFAs " Os compostos minoritarios do azeite,
nomeadamente os polifendis e tocoferdis, estdo também envolvidos na protecgédo da

oxidagdo das LDL, evitando, consequentemente, a progresséo de doengas cardiovasculares
551
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1.2.4. METODOS PARA A AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os métodos para a avaliagdo da capacidade antioxidante dos compostos nos
processos de autoxidagdo de materiais organicos sao extremamente importantes quer na
Biologia como na Quimica ™. Os antioxidantes podem desactivar os radicais por 2
mecanismos: por transferéncia do atomo de hidrogénio (TAH) e / ou por transferéncia
electrénica (TE). O resultado final € o mesmo, mas a cinética e o potencial da reacgédo séo
diferentes. As reacgdes de TAH e TE podem ocorrer, muitas vezes, paralelamente mas o
mecanismo dominante num dado sistema sera determinado por varios factores como a
estrutura do antioxidante e suas propriedades, a energia de dissociagédo da ligagdo (EDL) e
o potencial de ionizagéo (Pl), a solubilidade, o coeficiente de particdo e o solvente .. Nos
métodos baseados na TAH (ex. oxygen radical absorvance capacity — ORAC), é medida a
capacidade de um antioxidante para captar radicais livres através da doacao de um atomo
de hidrogénio. A reactividade antioxidante é baseada na competi¢do cinética. Este tipo de
reaccdo é independente do solvente e do pH e é normalmente rapida.

Os métodos baseados na TE [ex. teste de DPPH’ (radical 2,2’-difenil -1-
picrilhidrazilo) ™ e ABTS™ (radical catido obtido a partir do acido 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico) ") medem a capacidade de redugdo de um antioxidante, em
que o oxidante é o indicador do ponto final da reacgdo ™. Este tipo de reacgdes ocorrem,
normalmente, a uma velocidade mais lenta, requerendo mais tempo para a sua finalizagéo.
Os calculos da capacidade antioxidante sdo baseados na diminuicdo da percentagem do

radical em solugdo.

1.2.4.1. TESTE DE DPPH’

Acreditou-se durante muito tempo que o teste de DPPH" era uma método baseado
na TAH (8), mas investigacdes recentes mostraram outro ponto de vista. Tendo como base
a andlise cinética da reacgdo entre fendis (ArOH) e o DPPH'™, Foti e os seus
colaboradores sugeriram que a reacgdo em causa se comporta como uma reacgao de TE
(9). Estes autores descobriram que o passo determinante da velocidade para esta reacgéo
consiste num processo de TE rapido dos anides fenoxido para o DPPH". Assim, a remogéo
do atomo de hidrogénio do antioxidante pelo DPPH" é um processo reaccional menos
importante em solventes como o metanol e o etanol (formam fortes pontes de hidrogénio),
uma vez que ocorre a uma velocidade mais lenta. Assim, considera-se que, embora os
métodos que utilizam o ABTS ™ e 0 DPPH " sejam classificadas como reacgdes de TE, estes
radicais podem ser igualmente neutralizados por TAH %,
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lento (8)
ArOH + DPPH " e = ArO " + DPPH-H
maioria dos solventes
/ 4
& H+ H"‘ H+
i
rapido (9)
ArO" + DPPH " = ArO " + DPPH’
alcoois

O DPPH" (figura 1-14) € um dos poucos radicais de azoto estaveis, disponiveis
comercialmente e que possui a vantagem de que nao precisa de ser obtido antes da analise,

ao contrario do que acontece com o ABTS "1,

NO,
O,N N—N
NO,

Figura 1-14:Estrutura quimica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (