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Resumo

No presente trabalho sdo determinados os biofendis em azeites ‘Galega’
e ‘Azeiteira’ obtidos em duas épocas de colheita dos frutos e olivais em
producdo integrada. A separacdo da frac¢do fenodlica foi feita por extrac¢io
liquido-liquido (ELL) e a andlise dos compostos fendlicos obtida por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) com detecgio por diodos (DAD).
Sado também determinados: os tocofer6is por HPLC e fluorescéncia (FLD); os
biofenois totais por espectroscopia VIS; e a intensidade do sabor amargo (K22s)
por espectroscopia UV.

Os azeites ‘Galega’ e ‘Azeiteira’ apresentam teores mais elevados de
antioxidantes na colheita mais tempora indicando que - do ponto de vista
nutricional, sensorial e da estabilidade deste alimento - ndo é benéfico retardar
a época de colheita.

O hidroxitirosol e a luteolina decrescem acentuadamente na segunda
data de colheita para os azeites de cultivar ‘Azeiteira’. Os azeites ‘Galega’
apresentam teores mais elevados de a-tocoferol e y-tocoferol.

Palavras-chave: compostos fenoélicos, azeite virgem, maturagdo, tocoferois,
HPLC.

Abstract
Antioxidants in 'Galega' and 'Azeiteira’ olive oils from fruits of two
harvest times

The present paper evaluates the content of biophenols in ‘Galega’ and
‘Azeiteira’ virgin olive oils for two harvest times, in olive groves submitted to
Integrated Production. Chromatographic separation was performed by liquid-
liquid extraction (LLE) and analysis carried out by high performance liquid
chromatography (HPLC) and diode array detector (DAD).Tocopherols content
was evaluated by HPLC and fluorescence detector (FLD); total biophenols by
VIS spectroscopy; and intensity of bitter taste (Kz25) by UV spectroscopy.

‘Galega’ and ‘Azeiteira’ olive oils showed higher antioxidant contents
for earlier stages of ripening indicating that retarding the harvest has no
practical advantages on what concerns nutritional, sensory and food stability.
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Hydroxytyrosol and luteolin contents decrease in the second harvest
time for ‘Azeiteira’ olive oil. ‘Galega’ virgin olive oils showed higher contents of
a-tocopherol and y-tocopherol.

Keywords: phenol compounds, virgin olive oil, ripening, tocopherols, HPLC.

Introducao

Os componentes menores do azeite virgem incluem diversos esterdis,
alcoois alifaticos e triterpénicos, hidrocarbonetos, compostos volateis e
antioxidantes. Os principais compostos antioxidantes do azeite virgem sdo
fendis. A actividade dos fendis esta relacionada com a estabilidade oxidativa do
azeite e com a intensidade do seu sabor amargo (Servili et al.,, 2004). Os fendis
lipofilicos - os tocoferdis - ocorrem vulgarmente em outros 6leos vegetais; os
fendis hidrofilicos - aqui designados por biofendis - sdo especificos do azeite e
constituem um grupo de metabolitos secundarios com importantes
propriedades sensoriais e nutricionais. De acordo com diversos estudos, a
cultivar e o estado de maturagdo das azeitonas constituem os dois factores
preponderantes do teor de biofendis nos azeites virgens obtidos de frutos sdos
(Aparicio & Morales, 1998; Servili et al., 2004; Beltran et al., 2005).

A andlise por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) para
determinar fenbis em azeites e a sua separacdo em diversas classes de
compostos fendlicos (acidos fendlicos, alcodis fendlicos, flavonodides,
secoridoides e lignanos) tem sido objecto de numerosos estudos e revisdes
(Hrncirik & Fritsche, 2004; Bendini et al., 2007).

O presente trabalho determina o teor em antioxidantes - biofenodis e
tocoferdis - de azeites monovarietais produzidos a partir de frutos colhidos em
duas épocas de colheita (dois estados de maturagdo distintos) por HPLC.
Apresenta ainda os valores das absorvancias a 225 nm, reconhecidos
vulgarmente por intensidade do sabor amargo.

Material e Métodos

Foram seleccionados para este estudo dois olivais em Produgio
Integrada, um localizado na regido de Azeite da Beira Baixa DOP, de cultivar
‘Galega Vulgar’ (olival de seis anos), e um localizado na regido de Azeites do
Norte Alentejano DOP (olival de cerca de 40 anos) de cultivar ‘Azeiteira’.

O presente estudo reporta-se a trés anos de producgdo: 2004, 2005 e
2006. Em cada campanha procedeu-se a duas recolhas de frutos: uma no final
do més de Outubro e outra em Novembro, cerca de 15 dias apds a primeira
recolha. A época de colheita foi decidida de acordo com o indice de maturagio
das azeitonas (IM > 3,5) e a estabilizacdo do teor em gordura (ms). A extracgdo
de azeite foi realizada em sistema OLIOMIO 50.

As determinacdes analiticas seguiram diversas metodologias.
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A determinacdo de biofendis totais fez-se por extracg¢io liquido-liquido
(ELL) e quantificacdo por espectroscopia VIS, utilizando reagente de Folin
Ciocalteau.

A avaliagdo da absorvancia a 225 nm (Kz25) obteve-se por extrac¢io
dos compostos fendlicos em fase sdlida com colunas Cig e leitura
espectrofotométrica do extracto a 225 nm (Gutiérrez-Rosales et al., 1992).

Os tocofer6is foram determinados por HPLC (NP-HPLC), em
cromatografo Agilent 1100 Series com deteccdo por fluorescéncia (excitacdo a
290 nm e emissdo a 330 nm), coluna Lichrosorb Si 60 (5 um), volume de
injeccdo 20 pl, eluigdo isocratica com n-hexano e 2-propanol (99,5:0,5 v/v),
fluxo 1,2 ml/min e quantificacdo por padrao externo.

Os biofendis foram analisados por HPLC. A extraccdo fendlica foi feita
por ELL com base no procedimento descrito por Montedoro et al. (1992),
contudo com concentragdo das amostras em Speedvac®, modelo SPD121P
(Thermo Savant). O extracto fenélico foi solubilizado com 2 ml de metanol e
filtrado com filtros Acrodisc® 0,45 pm, 25 mm (Pall Gelman Laboratory). A
andlise foi conduzida em cromatégrafo Agilent 1100 Series, detector de diodos
(DAD), A = 278 nm, coluna Purospher® STAR RP-18 (Merck), 250 mm x 4 mm,
volume de injeccdo de 20 pl e fluxo de 1,0 ml/min. A fase mdvel foi constituida
por: solvente A, 0,2% de acido acético em agua (pH=3,1); solvente B, metanol;
eluicdo com gradiente de concentracdo. Foram quantificados 8 compostos
fendlicos por padrio externo.

No tratamento dos resultados foi utilizado o procedimento General
Linear Models do programa SPSS 16 para Windows.

Em 2006, ndo houve producdo de azeite ‘Azeiteira’. As andlises de
biofendis por HPLC foram efectuadas apenas para azeites da época 2005.

Resultados e Discussdo

Todos os azeites do presente estudo foram classificados como azeites
virgem extra face ao Regulamento (CE) N.21989/2003) (valores médios: acidez
<0,4 g/100 g; Indice de Peréxido <13 meq O; kg1; Kz70 <0,150 e Kz32 <1,78;
auséncia de defeitos sensoriais e intensidade de frutado >3,6).

A figura 1 apresenta os resultados globais (3 campanhas) dos teores de
biofendis totais dos azeites ‘Azeiteira’ e ‘Galega’ nas colheitas de Outubro e
Novembro, com indices de maturacdo médios de 4 e 5. Observa-se teores
menores na época de Novembro e o decrescimento é maior nos azeites
‘Azeiteira’.

A figura 2 apresenta os resultados da intensidade do sabor amargo
(K225). Estes valores observam uma correspondéncia evidente com os teores de
biofendis totais: sdo inicialmente mais elevados nos azeites ‘Azeiteira’ e
decrescem de Outubro para Novembro mais acentuadamente nestes azeites.
Nao foram atingidos valores de Kzs > 0,360, valor referido por Gutiérrez-
Rosales et al. (1992), como correspondentes a azeites extremamente amargos,
preteridos pela maioria dos consumidores.
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0 quadrol revela que os azeites ‘Galega’ sdo mais ricos em tocoferdis
que os azeites Azeiteira, distinguindo-se significativamente entre si (P<0,001)
pelos teores de alfa e gama tocoferol. A evolugdo destes antioxidantes nao
depende tanto da época de colheita como dependem os teores de biofendis,
resultados também obtidos por outros autores (Gimeno et al.,, 2002).

As figuras 3 e 4 mostram cromatogramas HPLC de biofendis de dois
azeites ‘Azeiteira’ obtidos nos dois momentos distintos de maturacdo. Pode
observar-se mais picos cromatograficos e uma maior area para a maioria dos
mesmos na colheita de Outubro.

0 quadro 2 apresenta os resultados relativos aos teores dos diferentes
biofendis quantificados; os teores de hidroxitirosol, tirosol e luteolina
distinguem significativamente (P<0,05) os azeites ‘Galega’ e ‘Azeiteira’ e
diminuem com o aumento da maturacio; resultado oposto foi obtido por
Brenes et al. (1999). Nos azeites Azeiteira verifica-se a diminui¢do mais
acentuada de hidroxitirosol, composto fendlico de grande importancia para a
saude humana (Boskou et al., 2005; Bendini et al., 2007).

O presente estudo corrobora a importancia da época de colheita e
consequentemente do estado de maturacdo da azeitona como um factor que
influencia claramente as caracteristicas nutricionais e sensoriais do azeite
virgem. A menor quantidade de antioxidantes fendlicos para colheitas mais
tardias indica que ndo ha qualquer vantagem em protelar a época de colheita da
azeitona, a partir do momento em que a biossintese de toda a gordura foi
atingida.
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Quadro 1 - Teores em tocoferéis (mg kg1) nas 3 campanhas. (Valores médios + desvio
padrdo).

Cultivar Epoca de Colheita  Alfa-Tocoferol Beta-tocoferol Gama-tocoferol

‘Azeiteira’ Out (IM=4) 134,4+ 9,74 1,0+£0,36 1,3+£0,43
Nov (IM=5) 114,9+ 38,73 1,7£0,19 2,5+1,63

‘Galega’ Out (IM=4) 147,8+11,47 1,5+ 0,60 6,711,12
Nov (IM=5) 150,6 + 16,80 2,4+1,16 6,4+1,88
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Quadro 2 - Teores em biofendis (mg kg1) na campanha de 2005. (Valores médios +
desvio padrao).

Galega Out Galega Nov Azeiteira Out  Azeiteira Nov
Hidroxitirosol 1,47 + 0,058 1,22 +0,052 5,60 £ 0,092 2,69 £0,078
Tirosol 561+0,242 5,66 + 0,244 11,19 + 0,305 10,38 + 0,315
Ac. vanilico 0,26 +0,013 0,44 £ 0,019 0,390,010 0,35+0,015
Vanilina 0,11 + 0,004 0,18 + 0,005 0,09 £0,014 0,09 £0,014
Ac. p-cumarico 0,17 £ 0,007 0,21 £0,010 0,32 £ 0,005 0,77 £ 0,046
Ac. o-cumarico 0,23 £ 0,049 0,20 £ 0,003 0,67 £0,028 0,11 +£0,012
Ac. cinamico 0,28+ 0,051 0,10 £ 0,009 0,04 £0,017 0,12 £0,012
Luteolina 1,49 £ 0,156 1,22 + 0,089 5,01+0,702 1,49 + 0,147
Apigenina 0,98 £0,122 1,29 +0,182 1,36 £ 0,008 1,65+0,176

IMOut= 4; IMNov =5
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Figura 1- Teores de biofendis totais (mg kg'1) nas 3 campanhas.

(Valores médios + desvio padrio)
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Figura 2 - Absorvancias a 225 nm (Kz25) nas 3 campanhas.

(Valores médios + desvio padrao)
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Figura 3 - Cromatograma de um azeite ‘Azeiteira’, Outubro de 2005, A = 278 nm. 1 -
hidroxitirosol; 2 - tirosol; 3 - acido vanilico; 4 - 4cido p-cumaérico; 5 - 4cido o-cumarico;
a - desconhecido; 6 - luteolina; 7 - apigenina.
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Figura 4 - Cromatograma de um azeite ‘Azeiteira’, Novembro de 2005, A = 278 nm. 1 -
hidroxitirosol; 2 - tirosol 3 - acido vanilico; 4 - acido p-cumadrico; a - desconhecido; 5 -
acido cinamico; 6 - luteolina; 7 - apigenina.
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