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RESUMO

O azeite € 0 Oleo vegetal extraido da azeitona (Olea europaea L.). A sua
qualidade esta diretamente relacionada com as caracteristicas e composi¢do da azeitona
e com o processo de extracdo, nomeadamente o tempo de batedura das pastas. As folhas
das oliveiras sdo ricas em compostos antioxidantes e alguns trabalhos indicam que a sua
adicdo durante o processo de extracdo pode melhorar quer a composi¢do quimica quer o
perfil sensorial dos azeites extraidos. Neste sentido, o presente trabalho teve por
objetivo aplicar a metodologia de superficie de resposta para optimizacéo da escolha da
quantidade de folha a adicionar durante o processo de extracdo (0, 5 e 10 %); e do
tempo de batedura das pastas (20, 30 e 40 minutos), na qualidade e composi¢cdo de
azeites da Cv. Cobrancosa. Foram selecionados 13 eventos de combinagdo de ambos 0s
fatores, com trés repeticOes, e nos azeites obtidos foram avaliados os parametros de
qualidade, a composicao (acidos gordos, tocoferois e volateis), a atividade antioxidante,
e a cor. Os resultados indicam que a adi¢do de folhas juntamente com o tempo de
batedura influi ao nivel de alguns parametros de qualidade e da composi¢do quimica dos
azeites extraidos. A adicdo de folhas apesar de ter um efeito positivo ao nivel da
qualidade e composicdo, mostrou influir negativamente nos parametros relacionados
com a oxidacdo. As adi¢cOes de folhas, juntamente com o tempo de batedura, exerceram
um efeito positivo nas sensagfes de frutado e verde e influenciou a composicdo em
acidos gordos, com diminuicdo do teor em acido oleico e aumento do linoleico, sendo
os &cidos gordos monoinsaturados, influénciados com tempos extremos de batedura. A
adicéo de folhas durante a extracdo pareceu exercer um efeito negativo na estabilidade e
atividade antioxidante dos azeites extraido o que estara relacionado com a incorporagdo
de clorofilas. Na fracdo volatil, identificaram-se 22 compostos, entre eles o (E)-2-
hexanal, o (Z)-3-hexenal e o (Z)-3-hexen-1-ol que foram influénciados quer pela adicao

de folhas e tempo de batedura.

Palavras-chaves: metodologia de superficie de resposta, composi¢cdo quimica,

antioxidantes, analise sensorial, azeite.
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ABSTRACT

The olive oil is the vegetable oil extracted from olives (Olea europaea L.). Its
quality is directly related to the characteristics and composition of the olive and the
extraction process, and in particular with time taken during paste malaxation. The leaves
of the olive tree are rich in antioxidants and some studies indicate that their addition
during the extraction process can improve both the chemical composition or the sensory
profile of the extracted oils. In this sense, the present study aimed to apply the response
surface methodology to optimize the choice of the amount of olive leaves to be added
during the extraction process (0, 5 and 10%); and olive paste malaxation time (20, 30
and 40 minutes), in the quality and composition of oils from Cv. Cobrangosa. Were
selected 13 events of combination of both factors, with three replicates, and the obtained
olive oils were evaluated for quality parameters, composition (fatty acids, tocopherols
and volatiles), antioxidant activity, and color. The results indicate that the addition of
olive leaf together with the malaxation time influence some quality parameters and the
chemical composition of the extracted oil. The addition of olive leaf, despite having a
positive effect on the quality and composition, showed to influence negatively the
parameters related to oxidation. The addition of olive leaf, together with the time
malaxation, had a positive effect on the fruity and green sensations; and influence the
fatty acid composition, with a decrease in oleic acid and an increase in linoleic acid
content, being monounsaturated fatty acids influenced by extreme malaxation times.
Addition of olive leaf during extraction appear to have a negative effect on the
antioxidant activity and stability of the oil extracted which might be associated with the
incorporation of chlorophylls. In the volatile fraction, 22 compounds were identified,
including the (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexenal and (Z)-3-hexen-1-ol, which were affected

by addition of leaves and time of malaxation.

Keywords: response surface methodology, chemical composition, antioxidants, sensory
analysis, olive oil.
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1. INTRODUCAO

O azeite é o 6leo comestivel obtido diretamente do fruto da oliveira (Olea
europaea L.) em condi¢des adequadas de processamento e higiene. Este dleo é obtido
através de processos tecnoldgicos apropriados, proporcionando caracteristicas
organoléticas excepcionais. E praticamente o tnico que pode ser consumido cru, devido
a ndo utilizacdo de agentes quimicos durante o processo de extracdo. Com isso,
conserva integro o seu teor de vitaminas, &cidos gordos e outros componentes de

menores importancia nutricional (Gila et al., 2015).

Este Oleo vegetal é obtido exclusivamente por processos fisicos e mecanicos em
condicGes térmicas que ndo provoquem alteragcdes na sua composi¢do. Assim, de acordo
com o processo de extracdo, o azeite € chamado de azeite virgem (Sacchi et al., 2015).
O principio fundamental da extracdo, independentemente do método escolhido, requer
primeiramente que os frutos sejam moidos e reduzidos a pasta por meio de um processo
de moenda e batedura, respetivamente, com posterior separacdo de fases, separando o
azeite (Clodoveo, 2012).

Os azeites sdo classificados comercialmente em diferentes categorias, isto é,
Azeite Virgem Extra, Azeite Virgem e Azeite Lampante, classificacdo feita em funcéo
da pontuacdo na analise sensorial e dos valores de acidez, indice de peroxidos, valores
Kos2, Ko70, Ak € €steres alquilicos, parametros que estdo definidos pelo Regulamento

(CEE) n° 2568/91 e suas alteracdes subsequentes.

O azeite virgem extra € o que apresenta melhor qualidade, as suas carateristicas
organoléticas e quimicas devem manter todas as propriedades do 6leo quando esta no
fruto, conservando assim grande quantidade de compostos antioxidantes e aromaticos
(Luna et al., 2006; Jorge, 2010). Por outro lado, comparando com os demais 0Oleos
vegetais, 0 azeite virgem possui elevada resisténcia a oxidacao. Esse fato, é devido a sua
composicédo de acidos gordos, maioritariamente monoinsaturados, predominantemente o
acido oleico. Bem como a grande quantidade de compostos antioxidantes, sendo a
maioria polifendis, que sdo essenciais na manutencdo das propriedades nutricionais, na
definicdo do tempo de prateleira e nas propriedades organolépticas do azeite ( Servili et
al., 2009 a).



O azeite virgem extra € mundialmente apreciado pelo seu sabor e potencial
nutracéutico em fungdo de diversos beneficios a salde. O seu sabor e aroma é
caracterizado por varios componentes volateis: aldeidos, alcoois, hidrocarbonetos,

ésteres, cetonas, furanos, e outros volateis ndo identificados (Ben Mansour et al., 2015).

A azeitona sofre constantes alteracGes durante o amadurecimento do fruto, sendo
necessario determinar um tempo de colheita éptimo para cada cultivar, para obter
azeites de alta qualidade e com maiores teores de antioxidantes, elevando os beneficios
para a saude dos consumidores (Ouni et al., 2011). Estudos recentes, relatam que o teor
de compostos fenolicos nos azeites virgens alteram-se com a cultivar, e também pela
origem geogréfica. Com isso, o teor de antioxidante nos azeites ndo sdo constantes,
devido ao estdgio de maturagdo do fruto, condi¢bes agrocliméticas e técnicas oleicolas
(Franco et al., 2014). Além disso, o efeito antioxidante dos compostos fenolicos de
azeite depende de outros fatores tais como a composi¢do quimica, a solubilidade
lipidica, a capacidade de eliminar os radicais livres, 0 nimero de atomos de hidrogénio
que doam e reacdes em cadeia de radicais livres associada (Povie et al., 2012).

Véarios sdo o0s aspetos que podem melhorar o teor em antioxidantes, e
consequentemente a sua acdo, nos azeites. Estes fatores vdo desde a colheita da azeitona
no momento adequado, ou seja, no ponto considerado Optimo de colheita, que
corresponde ao compromisso entre a maxima quantidade de azeite e que ele apresente
as melhores caracteristicas, devendo ocorrer o controlo periodico das azeitonas para a
sua determinacdo (Sousa et al., 2014). Uma alternativa para melhoria da composicao de
antioxidantes do azeite é a adi¢do de folhas de oliveira, conhecidas por serem ricas em
antioxidantes naturais, como compostos fenodlicos, a azeitonas em sobrematuracao,
durante o processo de extracdo do azeite, podem melhorar as carateristicas quimicas e
sensoriais dos azeites (Malheiro et al., 2013). O uso das folhas de oliveira como fonte
de antioxidantes para enriquecimento do azeite virgem extra mostra-se viavel uma vez
que é um subproduto do processo principal que pode ter valor agregado (Roig et al.,
2006) e apresentam conteldo total de compostos fenolicos entre 11 a 40 g/kg de matriz
vegetal (Silva et al., 2006).

Durante a batedura mudancas consideraveis na composicdo quimica do 0leo
ocorrem devido a fenbmenos de particdo entre Oleo e agua, e vice-versa além da
atividade catalitica de enzimas da fruta, que sdo liberadas durante o esmagamento no

rompimento dos tecidos celulares. Esta operacdo tecnoldgica determina o equilibrio
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entre a qualidade e a quantidade do 6leo extraido por uma variedade de parametros
como tempo, temperatura, atmosfera em contato com a pasta de azeitona, a adi¢do de
agua morna e coadjuvantes (Clodoveo, 2012).

Di Vincenzo (2002), avaliou a influéncia do tempo de batedura para o azeite no
teor de acidos gordos livres, no indice de peroxidos e na avaliacdo organoléptica. O
tempo de batedura da pasta de azeitona foi avaliado de 15 a 90 min e n&do afetou os
pardmetros em questdo além de aumentar o rendimento da extracdo de 75 para 81%.
Alguns autores reportam que o aumento no tempo de batedura também favorece o
aumento da fracdo de compostos volateis no azeite (Reboredo-Rodriguez et al., 2014).
Apesar que nem sempre 0s compostos extraidos e/ou formados neste processo sao
desejaveis para a qualidade do azeite.

No contexto apresentado, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia
dos fatores adicdo de folhas de oliveira e tempo de batedura das pastas na qualidade,

composicdo e atividade antioxidante do azeite virgem.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Composic¢ao Quimica

Durante a formacdo do 6leo nos frutos, os componentes sdo transformados de
mesocarpo de azeitona para o 6leo, o qual consiste principalmente de duas fracGes
saponificaveis e insaponificaveis (Ghanbari et al., 2012). A fracdo saponificavel
representa de 98-99% do peso total de Oleo, composta por &cidos gordos livres,
fosfatideos e triacilglicer6is (Figura 1) sendo insolivel em &gua. A fraccdo
insaponificavel, cerca de 1-2% do peso de 0leo é composta por hidrocarbonetos e
alcoois gordos. Compostos presentes em menor quantidade sdo os compostos fendlicos,
vitaminas e compostos volateis, entre outros, sendo 0s responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais. Os demais componentes consistem em tocoferois, fitosterois, pigmentos e
compostos fendlicos, que contribuem com cerca de 1-2% da composicédo (Gila et al.,
2015; Vaz-Freire et al., 2007).

i
H,C—0—C—R,
i
HC—O0—C—R;
0

I
H,C—0—C—R,

Figura 1. Estrutura de um triglicérido (R - grupo acilo).

Em relagdo ao perfil lipidico, os acidos gordos sdo constituidos por moléculas que
apresentam na sua estrutura uma cadeia alquilica, saturada ou insaturada ligada a um
grupo carboxilico (-COOH). Em ordem decrescente encontrado nos azeites, sdo o acido
oleico (C18:1), o &cido palmitico (C16:0), o &cido linoleico (C18:2), o acido estearico
(C18:0) e o acido palmitoléico (C16:1) e outros acidos gordos presentes em quantidades

inferiores (Gunstone, 2015).

O Concelho Oleicola Internacional (COIl) e a Unido Europeia, criaram
documentos legais que estabelecem limites (Quadro 1), nomeadamente para os acidos
gordos na posigdo trans para cada categoria de azeite. Os azeites virgens extra, ndo
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podem exceder para 0 caso do C18:1t e para a soma dos isémeros C18:2t e C18:3t 0
valor de 0,05% (COl, 2006).

Os &cidos gordos do azeite sdo em geral um dos principais alvo de deterioracdo
deste 6leo. Por um lado, as a¢des que decorrem durante a formacao e desenvolvimento
do fruto, como o ataque de pragas e doencas, alteracdes que ocorrem durante a colheita,
armazenamento dos frutos e processos de extragdo, podem originar roturas nas
moléculas dos triglicerideos, ficando alguns &cidos gordos livres (Jorge, 2010). Quanto
maior for a quantidade de acidos gordos livres, maior ird ser a acidez do azeite, e
consequentemente pior sera a sua qualidade. Por outro lado, os acidos gordos sédo
também os principais motivos do processo oxidativo, a sua oxidagdo é um sinal de

deterioracdo do azeite (Jorge, 2013).

Os éacidos gordos insaturados, que sdo maioritarios no azeite, sdo quimicamente
mais ativos do que os saturados devido as ligacdes duplas que possuem, ou seja, quanto
mais ligages possuir, maior sera sua reatividade. Com isso, essas ligagdes duplas estdo
sujeitas a oxidag&o, polimerizacéo, hidrogenacéo e isomerizacdo (O’Brien, 2008).

Quadro 1. Limites estabelecidos para a composic¢do dos azeites virgens ! em &cidos
gordos.

ACIDO GORDO SIMBOLOGIA %

Acido Miristico C14:0 0,0-0,1
Acido palmitico C16:0 7,5-20,0
Acido palmitoleico C16:1 0,3-3,5
Acido margarico C17:0 <0,3
Acido esteérico C18:0 0,5-5,0
Acido oleico c18:1 55,0-83,0
Acido linoleico C18:2 3,5-21,0
Acido linolénico C18:3 <1,0
Acido araquidico C20:0 <0,6
Acido Eicosendico C20:1 <0,4
Acido beénico C22:0 <0,2
Acido lignocérico C24:0 <0,2

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

A oxidagdo lipidica é desenvolvida por uma série complexa de reacdes que
ocorrem durante a etapa de processamento, armazenamento e transporte. O mecanismo
de oxidacdo comeca a tomar lugar imediatamente apés a extracdo do Oleo. Devido a
isso, a oxidacdo pode levar a formacdo de compostos toxicos, alterando a qualidade e o
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valor nutricional do produto final. Podendo ser inibido atraves do ndo contato com o
oxigénio, inativacdo de enzimas que catalizam a oxidacdo e utilizagdo de embalagens
adequadas (Mohammadi et al., 2016).

A outra fracdo de azeite € designada de insaponificavel. Apesar de ser uma fracéo
menor, é constituida por varios compostos e proporciona grande importancia do ponto
de vista bioldgico. Entre elas a clorofila, que € um dos componentes responsaveis pela
pigmentacdo verde,os carotenoides, que sdo responsavel pela pigmentacdo amarelada,
ambos determinam a coloracdo de cada azeite. Os componentes volateis, sdo
caracteristicos por influenciar no odor e no sabor dos azeites. Os polifendis sédo
fundamentais, devido a sua capacidade antioxidante que influenciam na estabilidade do
azeite, conservando contra as reagOes de degradacdo (Constante, 2006).

Segundo Chiavaro et al. (2008), a concentracao de clorofilas nos azeites depende
do sistema de extracdo escolhido, sendo a extracdo por centrifugacdo mais eficiente,
apresentando maior teor de clorofilas comparado com o sistema de extragdo por
prensagem. Conforme a maturacdo do fruto, o teor de clorofilas decresce

progressivamente.

Os tocoferdis sdo considerados como 0s antioxidantes naturais mais importantes
solivel em lipidos, possuem a capacidade de impidir a peroxidacdo lipidica por
eliminacdo de radicais em membranas e particulas de lipoproteina. Quatro diferentes
tipos de tocoferol sdo encontrados nos azeites, a, B, y e o-tocoferol. Além de
contribuirem para a capacidade antioxidante, aumentam a estabilidade oxidativa dos

azeites.

Guinazi (2009), relatou que o teor médio de a-tocoferol que se encontra no azeite
é de 140,4 mg/kg, o que € condizente com os valores encontrados na literatura (107,0 a
235,0 mg/kg), embora a maior parte dos estudos ndo tenham detetado outros ismeros

além do a-tocoferol em suas analises.

Outros compostos fundamentais, sdo os esterdis, que se encontram presentes no
azeite como alcoois livres e como ésteres de acidos gordos (Costa, 2012). O principal
esterol presente no azeite é o [-sitosterol em menores quantidades,o estigasterol,

colesterol, 24-metileno-colesterol, A7-campesterol, entre outros (Machado et al., 2013).

Atualmente, alguns estudos mostram que o teor de esterdis e terpenos é

considerado um bom indicador em relacdo ao estado de maturacédo da azeitona (Luki¢ et
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al., 2013). Devido ao decréscimo do teor destes compostos, no final da maturacdo
(Baccouri et al., 2008; Lukic et al., 2013; Matos et al., 2007).

A fragdo fendlica do azeite consiste numa mistura heterogénea de componentes
encontrado no mesocarpo da azeitona e ndo se encontram em qualquer outro 6leo
vegetal. Os compostos fenolicos sdo os responsaveis pela maior parte das propriedades
antioxidantes dos azeites virgens, o qual proporciona ao azeite caracteristicas Unicas,
pois além de ser importante fator do sistema quimico de defesa do fruto, possuem
atividade antimicrobiana e protecdo ao dano oxidativo devido ao efeitos da luz
ultravioleta (Morales et al., 2003; Goémez-Alonso et al., 2002) . Segundo Parisi et al.,
(2014), os polifendis sdo muito sensiveis ao calor e a luz, além de possuir baixa
solubilidade em &gua. Esses sdo algum dos fatores que contribuem para uma fraca

estabilidade, diminuindo a eficiéncia desses compostos fenolicos.

Os compostos fenolicos possuem a capacidade de alterar a estabilidade quando
ocorre a oxidacdo. Além disso, os polifendis também contribuem nas propriedades
sensoriais dos azeites virgens, participando assim dos atributos positivos que permitem
a classificacdo dos azeites através de um painel de avaliadores. Estao relacionados com
a adstringéncia e o amargor, que é sabor caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas
verdes (Morales et al., 2003).

O composto fendlico principal presente nas azeitonas verdes é a oleuropeina, que
é o principal responsavel pelo amargor dos frutos (Andrewes et al., 2003). Alguns
trabalhos demonstraram que o teor de oleuropeina sofre uma diminuicdo ao longo da
maturacdo, originando posteriormente azeites menos picantes (Matos et al., 2007).
Diversos pesquisas destacam as propriedades nutracéuticas atribuidas a oleuropeina e
seus derivados hidroxitirosol e tirosol (Garcia-Gonzalez et al., 2008; Omar, 2010;
Tripoli et al., 2005) . Esses compostos sdo liberados da azeitona para o azeite durante o
processo de extracdo. Em particular, a oleuopeina é abundante em quantidades elevadas
nas folhas e frutas ndo processadas, enquanto maior concentracdo de hidroxitirosol pode
ser encontrado no azeite devido as reaces enzimaticas que ocorrem na planta durante a

maturacdo (Bulotta et al., 2014).

A qualidade do azeite baseia-se na percep¢do do aroma pelos consumidores, e a
auséncia de defeitos sensoriais. Esta condi¢cdo & necessaria para que seja classificado
como "azeite virgem extra”. Para a classificacdo nas diferentes categorias recorre-se a
um painel treinado e reconhecido pelo Conselho Oleicola Internacional (COIl), onde os
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azeites sdo classificados de acordo com a presenca ou auséncia de defeitos padronizados
e da presenca de atributos positivos como o “frutado”, o “amargo” e o “picante”
(Procida et al., 2015).

Alteracbes no teor de compostos volateis podem modificar notavelmente a
percecdo olfactiva (Di Giovacchino et al., 1996). Curiosamente, 0 azeite € atualmente o
Unico produto alimentar que possui regulamentos oficiais em relagdo aos atributos
sensoriais, 0 qual é realizada através de protocolos padronizados. Os compostos volateis
desempenham um fundamental papel na qualidade sensorial do azeite e grandes
esforcos tém sido dedicados a desvendar tantos compostos. A distribuicdo relativa dos
volateis depende de varios parametros, como o0s cultivares, a origem geogréfica,
amadurecimento dos frutos, praticas de processamento e de armazenamento. No
entanto, apesar de um extenso conhecimento sobre a composicao volatil do azeite, a
avaliacdo sensorial ainda ndo foi substituida nem apoiado por qualquer procedimento
analitico reconhecido, provavelmente devido a varios aspetos, entre 0s quais a

complexidade da percepcao sensorial humana (Purcaro et al., 2014).

Os compostos volateis sdo formados pela acao de enzimas lipoxigenase que atuam
durante o esmagamento dos frutos e incorporam-se na fase liquida da pasta das
azeitonas no processo de termobatedura, sendo responsavel pela percecdo positiva em
relagdo ao aroma do azeite, esses compostos sdo posteriormente integrados ao azeite
durante o processo de extracdo mecanica. Os compostos volateis apresentam baixo peso
molecular e a capacidade de vaporizarem em temperatura ambiente, alguns compostos
volateis alcancam o epitélio olfativo, dissolvem-se no muco e podem ligar-se aos

receptores olfativos proporcionando a sensacao de odor (Rodrigues, 2015).

Segundo estudos de Salta et al. (2007), os azeites apresentam aproximadamente
280 compostos volateis, sendo os hidrocarbonetos, a classe quimica mais abundante é
seguido pelos alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, ésteres, éteres, derivados de furano,
derivados de tiofeno, piranonas, tidéis e um composto de pirazina. Apesar dessa
complexidade de compostos, apenas 67 sao verdadeiramente responsaveis pelo aroma
dos azeites, uma vez que muitos deles ndo estdo em quantidade suficiente para serem
detectados. Sendo 20 destes compostos volateis os responsaveis pela deteccdo de

defeitos no sabor do azeite.
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2.2. Aspectos a considerar na melhoria da qualidade dos azeites

O tempo de colheita é um pardmetro critico para a obtencdo da qualidade do
azeite, durante o processo de maturacdo da azeitona, pois as caracteristicas quimicas do
oleo sofrem varias modificacbes (Matos et al., 2007). Nas regides com grande producéo
de azeitonas, o periodo de colheita pode decorrer durante varios meses, normalmente
comecando no final de outubro e podendo ser estendido até fevereiro. Vérias variaveis
justificam a razdo de em algumas regides ocorrer atraso na colheita, os aspetos sociais é
um fator de grande importancia, pelo fato da caréncia da mao de obra de trabalhadores,
como também a falta de conhecimento e a faixa etaria elevada desses agricultores. No
entanto, na maioria das regides produtoras a capacidade de extracdo dos lagares de
azeite é o problema central, ndo sendo suficiente para processar todos os frutos no
tempo ideal de colheita, sendo necessaria 0 armazenamento das azeitonas (Malheiro et
al., 2013).

A obtencdo de azeite de qualidade comeca a partir da selecdo das azeitonas, que
devem ser firmes, sd e além disso ndo devem apresentar nenhum dano fisico na parede
celular do fruto. Uma vez que ndo é suficiente que se tenha dominio da técnica de
producdo de azeite se a extraccao for efetuada com frutos imprdéprios, resultando em um
azeite de qualidade inferior e praticamente impossivel mascarar o sabor devido a

utilizacdo desses frutos (Jorge, 2010).

Com o amadurecimento do fruto, o 6leo torna-se menos estavel devido a um
aumento no teor de acidos gordos poli-insaturados e um decréscimo no contetdo total
de polifendis, influenciando na importancia comercial do azeite devido as importantes
alteragBes nas caracteristicas sensoriais e sua vida de prateleira. Frutos colhidos
prematuros produzem O6leos com alto teor de polifendis contribuindo para um maior
grau de amargor e com maior estabilidade devido ao efeito antioxidante desses
polifendis, porém apresentam caracteristicas organolépticas inaceitaveis devida a
concentracdes excessivas desses compostos (Dag et al., 2011). Entretanto, os teores de
acido oleico vdo aumentando conforme o processo de maturacao do fruto, ou seja, uma
colheita tardia dard um azeite mais rico em &cido oleico que uma colheita tempora
(Caselli et al., 1993).

Além disso durante a etapa de maturacdo da azeitona a coloracdo verde é
prevalecida sendo as clorofilas as responsaveis, porém no final do periodo de maturagéo
a concentracdo deste pigmento € diminuida. ldem ocorre em relagdo ao processo de
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extracdo do azeite havendo maior degradacao parcial das clorofilas e posteriormente dos

carotenoides (Gandul Rojas et al., 2010).

A colheita tempora é sempre preferivel em relagdo a colheita tardia, pois a oliveira
possuird maior tempo para se recuperar para a proximo ciclo de producdo, havendo
também menor quantidade de frutos desprendido da oliveira devido as causas naturais
que podem romper a pelicula e facilitar a penetracdo de fungos e bactérias que
provocam degradacdo da matéria-prima. Normalmente os azeites produzidos de
azeitonas em estados de maturacdo menos avancados sdo caracteristicos em
apresentarem o seu aroma “frutado”, “floral” e complexo, devido aos elevados niveis de

fendis (Costa, 2012).

Jimenez et al. (2014), avaliaram a influéncia do estado de maturagdo de duas
cultivares de oliveira espanholas, Picudo e Hojiblanca, na azeitona, composi¢do quimica
e propriedades sensoriais dos azeites correspondentes durante trés campanhas
sucessivas. Os resultados mostraram que a maturagédo do fruto teve um impacto sobre as
propriedades sensoriais dos azeites, definindo as caracteristicas do produto final, uma
vez que irdo influenciar a categoria comercial de 6leo e 0 a aceitacdo pelo consumidor.
Em ambas as cultivares e campanhas de producdo, os azeites obtidos a partir de
azeitonas colhidas em estagio de maturacdo precoce apresentaram atributos sensoriais
positivos superiores. Esse comportamento pode ser explicado pelo teor dos compostos
fenolicos que aumenta durante as primeiras fases de maturacédo do fruto, diminuindo nos
estados de maturacdo mais avancados (Bouaziz et al.,, 2004; Kalua et al., 2005;
Machado et al., 2013; Tovar et al., 2002). Esse decréscimo no teor de compostos
fendlicos ao longo da maturacdo, é devido a diminuicdo da atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase, enzima responsavel pela sua biossintese (Machado et al.,
2013; Morell6 et al., 2005; Tovar et al., 2002).

Ainda neste sentido Gouvinhas et al.(2015), aplicaram técnicas quimiométricas
(Anélise de Componentes Principais, PCA e Andlise de Fator Discriminante, FDA)
associadas a Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) a fim de diferenciar as diferencas do azeite
virgem extra produzido com azeitonas de trés cultivares (Cv. Cobrangosa, Galega e
Picual) em trés diferentes estadios de maturagdo. Os resultados demonstraram a
importancia da avaliacdo do estadgio de maturacdo podendo a técnica aplicada ser util

para os produtores na determinagdo da fase ideal para a colheita. Além disso,
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proporciona a reducdo da perda de frutos, porém possiveis infeccbes por fungos

relacionados com a colheita tardia.

Durante a colheita as azeitonas podem sofrer alguns danos, devido ao ataque de
pragas e doencas como a mosca da azeitona, Bactrocera oleae (Rossi), e a gafa,
Colletotrichum spp., respectivamente (Pereira et al., 1999). A intensidade dos estragos
causados por B. oleae no azeite é o que justifica a aplicacdo de medidas de luta, como a
utilizacdo de pesticidas, o qual é a estratégia mais comum, porém ocasionam impactos
negativos sobre o meio ambiente e para a salde dos consumidores devido a

permanéncia dos residuos nas azeitonas (Amvrazi & Albanis, 2009).

O armazenamento também pode influenciar as caracteristicas do azeite, isso
porque os frutos podem estar sujeitos a hidrolise espontanea devido a elevacdo da
temperatura, pelo fato de estarem armazenadas em lugares impréprios, como em sacos
por exemplo, ndo havendo quantidade de oxigénio adequada e pelo fruto ser abundante
em &gua, criando condicGes que favorecem as reacfes de fermentagdo. Provocando
defeito caracteristico no azeite e aumentando sua acidez comparando com outros azeites
gue ndo sofreram uma ma colheita (Pereira et al., 1999). A moenda da azeitona é um
processo fisico utilizado para quebrar os tecidos dos frutos e liberar as gotas de o6leo
contidas nos vacuolos das células vegetais. A preparacdo da pasta de azeitona €
atualmente realizada em lagares industriais, quer com moinhos de pedra tradicionais
operando de forma descontinua ou com triturador tipo martelo. Este Gltimo é geralmente
utilizado nas industrias onde a extracdo do azeite é realizada por centrifugacdo (Frankel
et al., 2013; Servili et al., 2009).

Uma considerdvel fracdo de fendis é retida no azeite durante o processo de
extracdo, enquanto que a outra € eliminada nas aguas de vegetacdo, ou as chamadas
aguas russas (Nergiz & Unal, 1991). A diminuicio dos compostos fendlicos durante o
processo mecanico de extracdo, ocorre pela solubilizacdo na &gua que penetra 0s
tecidos, ou mais especificamente por separacdo das substancias coloidais, como

proteinas e polissacaridos que ligam estes compostos.

O proximo passo do processamento se da pela batedura que consiste de um
amassamento continuo (20 a 30 rpm) da pasta de azeitona a uma temperatura
cuidadosamente monitorada (Clodoveo, 2012). Este processo promove um aumento na
percentagem de azeite livre, favorecendo, por um lado a fusdo das goticulas de azeite
em gotas maiores e por outro, rompendo a emulsdo azeite/dgua facilitando a separagédo
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das fases. O rendimento em azeite e a sua qualidade é grandemente influenciado por
essas duas etapas que devem ser devidamente controladas para que se obtenha um
produto da maxima qualidade (Duarte, 2011).

Reboredo-Rodriguez et al. (2014), mostraram que € possivel modular a fracdo
volatil de azeites de duas cultivares (Morisca, e Manzanilla de Sevilla), de acordo com a
temperatura de batedura variando entre 20 e 30° C e acima de tudo pelo tempo de
batedura variando desde 30 min até 90 min. Clodoveo (2012), comentam que a
eficiéncia de batedura em manter as caracteristicas ideais para o azeite depende das
caracteristicas reolégicas da pasta de azeitona além dos parametros tecnoldgicos de
funcionamento do equipamento, tais como tempo, temperatura e atmosfera do head

space do tanque de batedura, e eventualmente o emprego coadjuvantes de tecnologia.

Uma maneira de "renovar" a quantidade de compostos fendlicos perdidos durante
as etapas do processo, € através da utilizacdo de compostos antioxidantes provenientes
de plantas, que sdo abundantes em compostos fendlicos. Esses fendis, possuem
diferentes efeitos na salude humana, desde a reducdo do stress oxidativo, levando a
prevencdo e protecdo contra diversos tipos de cancro, diabetes, doencas coronarias e
degenerativas. A utilizacdo de subprodutos das atividades agricolas € uma das op¢oes,
como forma de explorar novas fontes deste tipo de composto, que poderdo se tornar
rentveis a extracdo desses compostos que atuam como antioxidantes naturais. Uma
destas fontes podera ser a folha da oliveira, que é um dos importantes subprodutos, além

das aguas rucas (Afonso, 2014).

Através dessa eficiente capacidade antioxidante das folhas de oliveira, ha uma
tendéncia crescente entre os cientistas de alimentos demostrar a sua utilizagdo como
agente de protecdo contra a oxidacdo de 6leos e gorduras (Bouaziz et al., 2008; Farag et
al., 2003; Farag et al., 2007; Paiva-Martins et al., 2007; Salta et al., 2007). Em todos 0s
casos que se teve adicdo de extrato de folhas notou-se uma resisténcia a oxidagdo dos
6leos e gorduras testados.

As azeitonas sobremaduras, originam azeites menos amargos, menos picantes e
mais doces. Devido a diminuicdo do teor de compostos fendlicos ao longo da
maturacdo, que é explicada pela diminuicdo da atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase, enzima responsavel pela sua biossintese (Machado et al., 2013; Morell0 et
al., 2005; Tovar et al., 2002) .A reducdo do teor de compostos fendlicos compromete a
estabilidade oxidativa dos azeites, consequentemente diminui a vida de prateleira do
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produto (Matos et al., 2007). Para melhorar estes aspetos, a utilizacdo de folhas de
oliveira é um método com grande atuacdo, esta capacidade antioxidante advém do fato
de serem capazes de retardar ou mesmo inibir a oxidacao de lipidos ou outras moléculas
oxidaveis, evitando o inicio ou propagacdo das reacdes em cadeia de oxidagdo
(MacDonald et al., 2012; Xu & Howard, 2012).

2.2.1. Folhas de oliveira

Historicamente, a folhas de oliveira ja foram utilizadas como medicamento
popular para combater algumas doencas, como a malaria. Estudos comprovam que 0
extrato de folha de oliveira tem a capacidade de reduzir a pressdo arterial em animais e
aumentar o fluxo sanguineo nas artérias corondrias, para aliviar a arritmia e prevenir
espasmos musculares intestinal (Benavente-Garcia et al.,, 2000). Devido a este
mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas, o qual
apresentam a funcdo de reduzir a oxidacdo lipidica em tecidos, vegetal e animal.
Contudo, quando incorporados na alimentacdo humana, além de conservar a qualidade
do alimento, reduz o risco de desenvolvimento de patologias, como arteroiosclese e

cancro.

As folhas de oliveira sdo um dos subprodutos de extraccdo de azeite e podem até
representar 10% do peso total de azeitonas na chegada ao lagar (Bouaziz et al., 2008).
Além disso, as folhas de oliveira sdo consideradas como uma matéria-prima de baixo
custo e que podem ser utilizadas como fonte Gtil de produtos de alto valor acrescentado
(Briante et al., 2002; Roig et al., 2006; Afonso, 2014).

Em relacdo a sua boténica, as folhas da oliveira sdo simples, com um pequeno
bico terminal e com margem inteira. O limbo apresenta forma coridcea e tem entre 3 a 9
cm de comprimento e a sua largura pode variar entre 1 a 1,8 cm. A face superior da
folha possui uma cor verde acinzentada escura, onde as nervuras secundarias sdo
aparentes, enquanto que a face inferior, de cor cinza prateada, € marcada pela presenca
de pequenos pelos que protegem a arvore da desidratacdo e, onde a nervura central é
muito evidente. O peciolo € muito curto, atingindo meio cm de comprimento. Cada
cultivar possui as suas caracteristicas relativamente as formas e dimensdes das folhas,
podendo ser lanceoladas, pequenas, médias, grandes, largas, curtas, estreitas e elipticas

(Afonso, 2014), conforme a figura 2.
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Figura 2. Folhas da oliveira da Cv.Cobrangosa.

A composicdo quimica geral da folha da oliveira em relacdo a matéria organica é
variavel (76,4 a 92,7 g / 100 g de matéria seca), o teor de proteinas em bruto é baixo
(6,31 a 10,9 g / 100 g de matéria seca), o teor de aminoacido (89,9 g / 100 g no total
azoto) é relativamente importante e o azoto ligado as paredes celulares é elevada, mas
variavel (49,2 e 35,4 g / 100 g de azoto total). A gordura bruta (2,28-9,57 g / 100 g de
matéria seca) também é varidvel em folhas de oliveira (Niaounakis & Halvadakis,
2006).

A oleuropeina e os seus derivados, como o hidroxitirosol e ao tirosol sdo os
compostos fendlicos mais abundantes, respetivamente na folha de oliveira.
Apresentando uma relacdo linear entre a quantidade de oleuropeina em folhas e sua
propriedade antioxidante ( Farag et al., 2003). A cultivar da oliveira como também o
tratamento pos-colheita de folhas sdo essenciais para a quantidade e qualidade desses
diferentes polifendis em extratos de folhas da oliveira. As folhas sdo comumente
extraidas ou secas antes de serem utilizadas em infusdes devido a sua baixa estabilidade
quimica e microbioldgica. A infusdo causa a destrui¢do de varios polifendis, porém tem
a capacidade de aumentar a concentragdo de outros compostos fendlicos (Paiva-Martins
etal., 2014).

Paiva-Martins et al. (2007), relatou que 1 kg de extrato de folhas é suficiente para
fortificar de 50 a 320 litros de azeite refinado, obtendo uma estabilidade semelhante em
relagdo ao um azeite virgem. Isso devido a grande capacidade de protecdo através dos
compostos fenolicos das folhas de oliveira que atuam contra a oxidacéo do 6leo.
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Di Giovacchino et al. (1996), utilizou um sistema de pressdo para extracdo de
azeitonas verdes com diferentes percentagens de folhas de oliveira. A utilizagdo dessas
folhas ndo ocasionou nenhum problema mecénico durante o processo de extracao.
Através das andlises habituais do azeite, ndo observou alteracdo com adicdo de folhas,
em relacdo a acidez, indice de peroxido, absorbancia e os polifendis totais. A adicdo de
folhas provocou uma significativa influéncia na avaliacdo organoléptica do azeite,
prevalecendo com maior intensidade o gosto amargo e o “frutado verde". Isso é
ocasionado devido a utilizacdo de frutos verdes que sao caracteristicos por apresentarem

na sua composicao grande teor de oleuropeina, o qual é responsavel pelo amargor.

Malheiro et al. (2013), utilizou frutos com alto indice de maturacdo, o qual
normalmente sdo caracterizadas pela reduzida capacidade de conservacdo e de
qualidade inferior, comparadas com azeites obtidos em tempo de colheita adequada.
Adicionou-se diferentes porcentagem de folha de oliveira durante a extracdo do azeite
com o propoésito de melhorar as caracteristicas quimica e sensorial do azeite a partir
desses frutos. Observando um ligeiro aumento em relacéo a acidez, indice de peroxido,
absorbancia, porém relatou uma maior resisténcia oxidativa, devido ao aumento
significativo de vitamina E, equivalendo a um acréscimo de 30% com adicdo de 10% de
folhas de oliveira. Um efeito semelhante foi observado nas clorofilas e caretondides que

atribuia uma maior pigmentacao de coloracdo verde e reforgava atributos nutricionais.

Neste contexto, pretende-se estudar a adicdo de folhas durante o processo de
extracdo do azeite para melhor efeito benéfico na composicdo quimica e na qualidade

do azeite.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Utilizacdo de um desenho fatorial para a avaliacéo do efeito das condic¢oes
experimentais sobre a adicdo de folhas durante o processo de extracao.

Com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de folha de oliveira durante o
processo de extracdo de azeites virgens, e a sua possivel influéncia na composicao e
qualidade dos azeites extraidos, especialmente antioxidantes, procedeu-se a utilizagdo

da ferramenta “metodologia de superficie resposta” com o software MiniTab®.

A metodologia de superficie resposta (Response Surface Methodology - RSM) é
uma metodologia utilizada com o objetivo de examinar os efeitos de multiplos fatores e
as suas interacGes sobre uma ou mais variaveis de resposta. A RSM pode ser utilizada
para determinar a combinacdo dos niveis de fatores que originam a resposta Gtima.
Sendo o Composto Central “ CCD-Central Composite Design”, a forma mais comum de
RSM, sendo amplamente utilizada em estudos de otimizacdo de condi¢des de trabalho
como sejam a extracdo de compostos de interesse (Ballard et al., 2009; Khan et al.,
2010).

Quadro 2. Condigdes experimentais, com a conjugacdo das diferentes variaveis em
estudo, nomeadamente percentagem de adicdo de folha e tempo de batedura, para
aplicacdo da metodologia de superficie de resposta.

RunOrder PtType Blocks Folhas (%) Tempo (min)
1 0 1 5 30
2 1 1 0 40
3 1 1 10 20
4 1 1 0 20
5 0 1 5 30
6 0 1 5 30
7 -1 1 10 30
8 -1 1 0 30
9 -1 1 5 20
10 1 1 10 40

1 -1 1 5 40
12 0 1 5 30
13 0 1 5 30

Com a utilizagio desta ferramenta desenvolveu-se um desenho fatorial a 3 niveis (
-1, 0 e 1), para cada um dos fatores em analise, nomeadamente a quantidade de folha a
adicionar (0%; 5% e 10%) e tempo de batedura (20 min., 30 min., 40 min.). Apds
corrida do programa, e de acordo com as variaveis em estudo, foram definidas as

condicBes experimentais do quadro 2. Todos 0s ensaios foram efetuados segundo a
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ordem aleatoria indicada pelo programa, sendo assim experiéncias casualizadas
independentes. Cada ensaio foi feito em triplicado resultando na obtencdo de 39

amostras no total.

3.2. Colheita das azeitonas

As azeitonas utilizadas foram da cultivar Cobrangosa e foram colhidas
manualmente e com extrema cautela para evitar qualquer tipo de danos ao fruto, esses
frutos foram cultivados em um olival tradicional e em um sistema sequeiro,

apresentando indice de maturacao 4.

3.3. Extracdo do azeite e preparacao dos ensaios de azeite
A extracdo dos azeites decorreu nas primeiras 24 h apos colheita dos frutos. A
extracdo foi feita num sistema de extragdo Abencor (Commercial Abengoa SA, Sevilha,
Espanha) apresentado na figura 3a. Este tipo de equipamento simula todo o processo de
obtencdo de azeite de uma linha industrial. Procedendo-se a moenda das azeitonas,
batedura e centrifugacdo das pastas e separacdo das diferentes fases, solido-liquido e

liquido-liquido.

Para cada lote pesaram-se 1,0 Kg de azeitonas que foram colocadas num moinho
para triturar a polpa e o caroco da azeitona e formar uma pasta, figura 3b. Nos ensaios
em que foi necessaria a adicdo de folhas, essas eram previamente trituradas numa
trituradora de facas Moulinex, apds o que era pesada a massa necessaria de folhas e
moidas sendo adicionadas aos frutos antes da moenda, impregnado desta forma as
folhas com a pasta dos frutos, figura 3c. Apds a moenda, procedeu-se a homogeneizagao
da pasta com uma espatula. Da pasta obtida na moenda, foram pesados 700g para 0s
copos do sistema Abencor. Para facilitar a extracdo a cada copo foram adicionados 209
de talco. Segundo Peres et al. 2012, as enzimas enddgenas facilitam a degradacdo das
paredes celulares das azeitonas que sdo constituidas essencialmente por enzimas
celuloliticas. Durante o processo de extracdo, algumas das enzimas presente nas
azeitonas, s@o inativadas. Com isso, adjuvantes de extracdo, no caso, o talco, s&o

utilizados para melhorar a extrabilidade das pastas.

Posteriormente, 0s copos com a pasta foram submetidos a um processo de
batedura que ocorreu a temperatura do banho-maria de 25°C, figura 3d. O tempo de
batedura, e a semelhanga da quantidade de adigdo de folhas, obedeceu ao desenho

fatorial previamente estabelecido pelo software MiniTab®. Por forma a separar melhor
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0 azeite da pasta de azeitona, 5 minutos antes do fim da batedura foram adicionado
100mL de &gua a temperatura de 35°C. ApoOs finalizada a batedura, a pasta foi
centrifugada permitindo separar a fase liquida da fase solida por diferenca de
densidades, figura 3e. Em seguida, pelo processo de decantacdo, ocorreu a separagdo
das fases liquidas, o azeite, na parte superior, das aguas rucas, na parte inferior, figura
3f. Os azeites obtidos em cada uma das extragcbes foram colocados em garrafas
individuais. Apds a primeira corrida das 13 combinagdes, seguindo a ordem
estabelecida no quadro 2, procedeu-se a mais duas repeticdes, com a mesma ordem,
totalizando 39 azeites extraidos. Uma representacdo esquematica do processo de

extracdo pode ser observada na figura 3.

(d) (€) (f)

Figura 3. Representacdo esquematica das diferentes fases do processo de extracdo
usando uma linha do tipo Abencor. a) Sistema de extra¢do tipo Abencor b). Moinho
para triturar polpa e caro¢o da azeitona c) Moenda da pasta da azeitona com adicéo de
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folhas d) Processo de batedura a 25 °C e) Processo de centrifugacdo f) Processo de
decantacdo.

Antes de proceder as diferentes determinagdes nos azeites extraidos, procedeu-se
a preparacao das amostras fazendo passar o azeite por papel de filtro Whatman n°4, na
presenca de sulfato de sodio anidro, removendo desta forma possiveis impurezas e
humidade que pudessem estar presentes. ApoOs filtracdo as amostras foram
acondicionadas a temperatura ambiente em garrafas de cor ambar e no escuro, de modo
a diminuir a ocorréncia de fendmenos oxidativos. As analises efetuadas ocorreram no
menor periodo de tempo possivel apds obtencdo dos azeites. Para cada azeite, e cada
determinacdo, as anélises foram feitas em duplicata.

3.4. Parametros avaliados nas amostras de azeite obtidas

Nos azeites extraidos procedeu-se a determinacdo de um conjunto de parametros
quer para avaliar a sua qualidade, como sejam a acidez, o indice de perdxido, a anélise
espectrofotométrica no ultravioleta e a analise sensorial. Avaliar a sua composicéo, 0
perfil em acidos gordos, e teor em tocoferois e tocotriendis; clorofilas e carotenoides e
perfil em compostos volateis; e determinar a sua atividade antioxidante através da
avaliacdo do teor em fenois totais, resisténcia a oxidacéo pelo método Rancimat, Efeito
bloqueador de radicais de DPPH e atividade sequestradora de radicais ABTS.

3.4.1. Parametros de qualidade

3.4.1.1. Acidez

A determinacdo da acidez foi realizada de acordo através da metodologia oficial
descrita no anexo Il do Regulamento (CEE) n°® 2568/91 da Comissé@o Europeia de 11 de
Julho de 1991 e posteriores alteracdes, da seguinte forma: pesaram-se
aproximadamente, 3,0g de azeite para um matraz, independentemente da acidez
presumida, que foram dissolvidas numa solucdo (1:1) etanol/éter etilico e tituladas com
uma solucdo de hidroxido de sdédio 0,1 N, utilizando como indicador uma solugéo de
fenolftaleina, até aparecimento de cor rosada ténue e persistente. Todas as amostras
foram analisadas em duplicado. A acidez, expressa em percentagem de acido oleico
livre na amostra, foi determinada utilizando a seguinte equacao:

VxCxM

Acidez (%) = T0xm
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Onde:
V - Volume de hidroxido de sodio gasto na titulagdo (mL);
C - Concentracdo exata da solugdo de hidréxido de sédio em moles por litro;
M - Massa molar do acido oleico em g/mol;

m - Massa da amostra em grama.

3.4.1.2. indice de peroxido

A determinacdo do indice de perdxido foi realizada de acordo com o método
oficial descrito no anexo Il do Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissdo Europeia
de 11 de Julho de 1991 e posteriores alteracdes, com a seguinte metodologia: cada toma
de amostra, de aproximadamente 1,2 g, foi dissolvida em &acido acético glacial (15 mL)
e cloroférmio (10 mL), com uma solucédo de iodeto de potéssio (1 mL). Apos dissolucao
dos reagentes, tapou-se 0 matraz, e armazenou-se durante 5 min. a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Por Gltimo, acrescentaram-se 75 mL de dgua destilada, uma
solucdo de amido (1g/100mL) como indicador e titulou-se o iodo libertado com uma
solugdo padrdo de tiossulfato de sodio 0,01N. Cada amostra foi analisada em duplicado
e foi realizado um ensaio em branco. Os perdxidos sdo 0S primeiros compostos
formados quando ocorre a deteriora¢do de uma gordura, com isso, toda gordura oxidada
apresenta valores positivos para o ensaio de perdxidos (Cecchi et al., 2010). Os valores

de indice de perdxido foram determinados utilizando a seguinte equacéo:

. o 0,y VxNx1000
Indice de Peréxido (mEq.k—g) I —

Onde:

V - Volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo, tendo em conta o ensaio do

branco;
N - Normalidade exata da solucdo de tiossulfato de sodio;

m - Massa da amostra em grama.
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3.4.1.3. Espectrofotometria no ultravioleta

A anédlise da absorvancia no ultravioleta foi efetuada com método oficial descrito
no anexo 1X do Regulamento (CEE) n° 2568/91 da Comissao Europeia de 11 de Julho
de 1991 e posteriores alteracGes, com a seguinte metodologia: em aproximadamente 0,6
g da amostra foram dissolvidas em 10 mL de iso-octano (2,2,4-trimetilpentano) no seu
estado puro, em seguida a amostra dissolvida sdo colocadas em “cuvettes” de quartzo de
percurso 6tico de 1cm, o coeficiente de extingdo da solu¢do nos comprimentos de onda
prescritos (232 a 276nm). As leituras de absorvancia foram efetuadas num
espectrofotometro UV/Visivel modelo Genesys™ 10. Os coeficientes de extingdo a 232

nm, 270 nm e AK foram determinados utilizando a seguinte equacéo:

A232
Koay =
227 ox1
A270
Kooy =
270 c X l
A + A
AK — K270 266 2 274

Onde:

Ao32, Azss, Az7o € Azz4 SE0 absorvancias nos comprimentos de onda indicados nos

sub indices;

¢ - concentracdo do azeite em g/ 100 mL;

| - percurso ético (1 cm).

3.4.1.4. Avaliacéao sensorial

A avaliacdo sensorial foi baseada no julgamento de um painel de avaliadores,
guiada por um lider do painel de prova, que possui conhecimento e habilidades
suficientes para preparar as sessoes de analise sensorial, motivar julgamento, dados do
processo, interpretar os resultados e elaborar o relatorio. Esses avaliadores foram
treinados para adquirirem a capacidade de identificar e medir a intensidade das

diferentes sensagdes percebidas positivos e negativos.
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Cada amostra foi avaliada por provadores treinados para o efeito, sendo os azeites
classificados de acordo com 14 descritores organoléticos, entre elas cinco sensagdes
olfativas (frutado, outros frutos, verdes, sensa¢des positivas e harmonia) sete sensac¢oes
gustativas-retronasal (frutado, doce, amargo, picante, verde, sensacfes positivas e

harmonia) e duas finais olfacto-gustativava (complexidade e persisténcia)

Regras codificadas sdo estabelecidas para a avaliagcdo sensorial. A avalia¢do foi
realizada em uma sala de degustacdo especifica, usando condi¢des controladas para
minimizar as influéncias externas, utilizando um vocabulario especifico e uma folha de

perfil que inclui atributos sensoriais positivo e negativo.

A colecdo dos resultados e elaboracdo estatistica foi normalizada conforme o
Regulamento (CEE) n° 2568/91 e e posteriores alteracfes. A cor do azeite, ndo esta
significativamente relacionada com a sua qualidade, com isso, esse parametro pode
produzir expectativas e interferéncias no sabor. Portanto, o provador utilizou-se de um
copo de coloragdo azul ou cor de ambar, durante a prova de azeite para ndo haver
influencia pela tonalidade do produto. Segundo o Regulamento 640/08, as avaliagOes
olfativos e gustativos, pode classificar o azeite em categorias de qualidade diferentes
(virgem extra, virgem e lampante). Cada atributo foi calculado, e o valor médio de cada
um é usado para classificar o azeite de acordo com a mediana do defeito percebido com
maior intensidade e da mediana do "frutado". Vale ressaltar, que o valor do coeficiente

de variacdo robusto para este atributo negativo deve ser superior a 20%.

A folha de perfil oficial utilizada pelos provadores, constituida por uma seccao
superior para a avaliacdo da intensidade de defeitos, e uma parte inferior para a
avaliacdo dos trés atributos sensoriais positivos mais importantes: frutado, amargo e
picante. O ideal é o0 azeite estar a uma temperatura de 28 °C, pois a nessa temperatura ha
maior libertacdo dos componentes que conferem aroma e sabor, posteriormente o
provador através do olfacto avaliou o azeite e através do paladar avaliou a intensidade
de cada um dos atributos positivos e negativos sobre uma a escala de 10 cm.

3.5. Composigao

3.5.1. Composicdo em &cidos gordos
A composicdo em acidos gordos foi determinada de acordo com o0 anexo XA do
Regulamento (CEE) no 2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991. Cada
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amostra foi analisada em triplicado. Como os ésteres metilicos, os &cidos gordos foram
avaliados atraves da transesterificacdo direta a frio. A toma de duas gotas de amostra foi
dissolvida em 2 mL de n-heptano, 100 pL de padrdo interno hidrogenofosfato de sédio,

200 uL de hidroxido de potassio preparado em metanol e fosfato de sodio.

A separacdo dos acidos gordos foi efetuada em um cromatografo gasoso (GC)
Chrompack, modelo CP-9001, numa coluna WCOT (Wall Coated Open amostrador
Tubular) de silica fundida com fase estacionaria CP  Sil-88 (100%
cianopropilpolisiloxano) com as dimensdes 50 m x 0,25 30 mm x 0,19 pum. Foi utilizado
hélio como gas de arrasto. A pressdo interna era de 140 kPa. As temperaturas do injetor,
da coluna e do detetor eram 120 °C a 220 °C, respetivamente, com uma relagéo de split
de 1:50 ¢ um volume de injegdo de 1 uL. A recolha e o tratamento dos dados foram
realizados pelo programa CP Maitre Chromatography Data System, Version 2.5

(Chrompack International B.V.).

Os resultados sdo expressos em percentagem relativa de cada acido gordo,
calculado pela normalizacdo interna da &rea do pico cromatografico e eluido entre os
ésteres miristico, linocérico e metilico. Uma amostra controle (Olive oil 47118,
Supelco) e uma mistura padrdo de éster metilico de acido gordo (Supelco 37 FAME

Mix) foram utilizados para identificacdo e calibracdo (Sigma-Aldrich®, Espanha).

3.5.2. Composicdo em tocoferdis
O teor de tocoferois foi determinado através de um cromatografo liquido de alta
resolucdo (HPLC), segundo a norma ISO 9936:2006, com algumas modificacbes

descrita por Alves et al., ( 2010), obtendo assim a concentracdo de vitamina E.

Pesaram-se aproximadamente 100 mg de amostra, adicionou-se 10 puL de 2-Metil-
2- (1 mg/ml em hexano) -croman-6-ol (tocol) (Matreya Inc., USA) e completou o
volume até 1 mL com n-hexano. O padrdo de tocoferdis (a-, B- e y-) foi adquirido de
Supelco (USA).

O cromatdgrafo é formado por um sistema integrado Jasco (Japdo) juntamente
com uma bomba modelo Jasco PU-1580 (Japao), amostrador automatico refrigerado
(Jasco AS-2057 Plus, Japdo), desgaseificador Jasco DG-2080-53 (Jap&o), e um detector
de Fluorescéncia (Jasco FP-2020 Plus, Japédo), o qual é programado para ser excitado a

290 nm e emitir a 330 nm.
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A separacdo cromatogréafica foi obtida por uma coluna Supelcosil™ (LC-SI; 75
cm x 3,0 mm; 3 um) (Sigma-Aldrich, Alemanha), operando a temperatura constante de
22 + 2°C. O sistema isocratico era composto por uma fase moével, com uma mistura de
1,4-dioxano em n-hexano (2,5%, v/v) num caudal de 0,70 mL min™. O volume de
injecdo foi de 20 pL. Posteriormente os dados foram analisados com o controle
ChromNAV Center, Jasco Chromatography Data Station (Japdo), e os resultados
expressos em mg.Kg ™ de azeite.

3.5.3. Perfil de compostos volateis

O perfil em compostos volateis foi avaliado nas diferentes amostras de azeites da
Cv. Cobrancosa com diferentes percentagens de folha de oliveira e tempos de extragdo
por HS-SPME (microextracdo da fase sélida pelo espaco de cabeca) e GC-MS

(cromatografia liquida com detetor de massas).

Os compostos volateis foram extraidos do espaco de cabeca de vials de 50 mL
contendo aproximadamente 3 g de azeite as quais foram adicionados 10 pL de padrdo
interno (4-metil-2-pentanol a 100 ppm) com uma fibra de SPME cotada com
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS 50/30 um) (Supelco,
Bellefonte, EUA). Em cada amostra os volateis foram libertados para o espaco de
cabeca durante 5 minutos a 50 °C sendo posteriormente absorvidos pela fibra de SPME
durante 30 minutos a mesma temperatura. Apds a extracdo a fibra de SPME foi
recolhida e inserida no injetor de um sistema de cromatografia liquida. O procedimento
de HS-SPME foi realizado em triplicado para cada amostra em estudo. O mesmo

procedimento foi efetuado num ensaio sem azeite (branco).

Os compostos retidos na fibra de SPME foram eluidos por adsorcdo térmica
durante 1 minuto. Para limpeza e acondicionamento da fibra de SPME para futuras
determinac0es, a fibra foi mantida no injetor do cromatdgrafo durante 10 minutos a 220
°C. A detecdo e quantificacdo dos compostos volateis foram feitas num cromatografo
gasoso Shimadzu GC-2010 Plus equipado com um detetor de massas Shimadzu
GC/MS-QP2010 SE. Uma coluna TRB-5MS (30 m x 0.25mm % 0.25um) (Teknokroma,
Spain) foi usada. O injetor foi programado para 220 °C e as inje¢cOes manuais foram
feitas no modo de splitless. A fase movel usada foi hélio (Praxair, Portugal) a uma
velocidade linear de 30 cm/s e um fluxo total de 24,4 mL.min™. A temperatura do forno

foi fixada a 40 °C durante o primeiro minuto, com um aumento posterior de 2 °C por
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minuto até aos 220 °C, e mantida a esta temperatura durante 30 minutos. A fonte de
ionizacgdo foi mantida a 250 °C com uma energia de ionizacdo de 70 V e uma corrente
de ionizagdo de 0.1 kV. Todos os espetros de massa foram adquiridos por ionizagédo
eletronica. A ionizacdo foi desligada durante os trés primeiros minutos de cada corrida
cromatografica. Os espetros de massa foram comparados com compostos padrdo e com
0s obtidos na base de dados (NIST 11). Os compostos identificados foram quantificados
através da integracdo dos seus cromatogramas reconstruidos a partir do cromatograma
full scan usando o ido de base de cada composto (m/z 100% de intensidade). A
quantificacédo foi feita atraves da razdo da area de cada composto com a area do padrédo
interno e convertida em equivalentes massa de acordo com a massa de padrdo interno

adicionado.

3.6. Atividade antioxidante

3.6.1. Determinacédo do teor em fenais totais, hidroxitirosol e tirosol totais

Pesou 0,4 g de azeite foi dissolvida em 2,0 uL de padrao interno (&cido siringico)
a 0,15 mg.mL™ e 2,5 mL de é4cido cloridrico 2M, preparado em uma mistura de
metanol/agua (80:20 v/v).

A mistura formada foi mantida em temperatura estavel de (25°C) durante 6 horas,
sofrendo agitacdo em vortex de 30 em 30 minutos durante 30 segundos. Posteriormente
foi adionado 2,5 mL de uma mistura de acetonitrila/agua (50:50 v/v). O extrato
hidrolisado formado foi filtrado em uma membrana filtrante descartavel de PVDF 0,22

pum (Tecnocroma, Espanha).

Os hidrolisados foram conservados a 4°C até a sua analise por HPLC. O HPLC
aplicado foi da marca JASCO (Japdo), constituido por bombas PU-4180 Plus, um
injetor automatico do modelo AS 4050 com um volume de injecdo de 20 uL. Utilizou-
se uma coluna de fase reversa da Phenomenex (Kinetex ® C18 2.6 um 100 A, 150 x
3,00 mm), mantido a 25 °C num forno de coluna, modelo ECO2080 da ECOM
(Republica Checa).

Um detector de diodos MD-4010 foi aclopado ao cromatdgrafo. A aquisicdo e
tratamentos de dados foram adquiridos por ChromNAYV Data System. Para a separagédo

de fase cromatografica, uma solucéo aquosa foi utilizada, 0,2% de H3;PO, (eluente A) e
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0,5% de H3;PO, em metanol/acetonitrila (50:50 v/v) (eluente B), os gradientes

apresentam-se no quadro 3.

Quadro 3. Gradientes utilizados para determinar os componentes hidroxitirosol e
tirosol (mg/kg) dos azeites com diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura.

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

0 96 4

5 85 15
14 75 25
18 73 27
33 63 37
43 45 55
50 0 100
55 0 100
57 96 4
75 96 4

3.6.2. Estabilidade oxidativa pelo método Rancimat

A estabilidade a oxidacdo foi estimada medindo a tempo de inducéo através do
método de condutividade (Rancimat 743, Methrom Ltd., Suica). E um processo o qual o
fluxo de ar passa através do Oleo. Consiste em fazer borbulhar uma corrente de ar,
filtrada, limpa e seca (20 L.h™) através de uma quantidade de amostra (3,0 g) aquecida a
120 + 1,6°C. Com o passar do tempo, sdo formados compostos de oxidacdo mais
polares, como os triglicerideos entre eles os hidroperoxidos, alcoois e compostos
carbonilicos, sdo arrastados pelo fluxo de ar e borbulham em seguida numa solucédo
aquosa. Nesta solucdo € necessario estd imerso um elétrodo que mede a sua
condutividade. O equipamento é capaz de efetuar analises automaticamente e em
continuo, a operacdo é interrompida quando a condutividade medida atinge o seu

maximo de (300uS/cm).

Um programa informético € acoplado no aparelho, informando o célculo dos
tempos de estabilidade oxidativa, através do tracado das tangentes a curva obtida.
Obtendo-se o “periodo de indugdo”, que € o intervalo de tempo entre o inicio do registo

e 0 ponto de intercecdo das tangentes a curva.

3.6.3. Atividade sequestradora do radical DPPH (DPPHe)
A estimativa da atividade sequestradora realizada pelo radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Hatano et al.,
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(1988). O DPPH- na terminologia IUPAC para o composto quimico di(phenyl)-(2,4,6-
trinitrophenyl)iminoazanium, é um radical livre estavel que aceita um eletrdo ou um
radical de hidrogénio para se tornar uma molécula diamagnética estavel e portanto,

reduz a velocidade de uma reacdo quimica.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante diferentes concentracdes de amostras
de extratos foi realizado em conformidade descrito por Kalantzakis et al, (2012). O
azeite foi diluido em acetato de etilo (100 ml/ml de acetato de etilo), foi misturado com
o DPPH, em uma concentracdo de 1,104 mol/IL em acetato de etilo. As amostras foram
homogeneizadas e permaneceram no escuro durante 30 minutos. Apos isso foi realizada

a leitura em 515 nm.

3.6.4. Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTSe+)

A formagdo do radical ABTS [2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) ] é um dos métodos espectrofotométricos que esta sendo cada vez mais
aplicado para a medicdo da atividade antioxidante total das solugdes de substancias
puras, misturas aquosas e bebidas. Além disso, este método aceita medir a atividade

antioxidante de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica.

Descrito por Re et al. (1999), o seguinte método foi descrito em relacdo a
capacidade de uma amostra em inibir o radical ABTS (ABTS++) A reacdo quimica do

ABTSe+ com persulfato de potassio (K,S,0g), permite a formacao dos radicais ABTS.

Assim, para esta técnica, o ABTSe+ (7mM) foi enriquecido com K,S,Og
(140mM), deixando-se repousar no escuro a temperatura ambiente entre 12 a 16 horas.
A solucdo de trabalho foi preparada com etanol até a obtencdo de uma absorvancia a A =
734 nm de 0,70 + 0,02. A reacdo realizou-se diretamente na cuvete de quartzo, com a
adi¢do de 2 mL de ABTS<+ (Branco) e de 100 pL de amostra ou padrdo. Os valores de
absorvancia sdo inversamente proporcionais a quantidade de antioxidantes presentes nas
nossas amostras. As leituras foram efetuadas num espectrofotometro UV/Visivel

modelo Genesys™.

3.7 .Determinacéo da cor
A determinacgdo da cor dos azeites foi mensurada com um colorimetro Konica
Minolta model CR-400. Os resultados obtidos foram expressados nos modos CIELAB e

Hunter que sdo um dos sistemas de cor mais utilizados para a avaliagcdo deste parametro
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em alimentos, tendo sido avaliadas as coordenadas L*, a* e b* (CIELAB) e L,aeb
(Hunter). O L* ou L corresponde a luminosidade, o a* ou a ao contetdo de vermelho a

verde, e 0 b* e b ao contelido de amarelo a azul.

Para determinar a cor dos azeites utilizou-se implementos especifico para
amostras liquidas, tendo-se imergido o adaptador na amostra com isso determinar a sua
cor. Previamente calibrou-se o aparelho através de um padréo branco de referéncia. O
procedimento foi realizado para todas as amostras, repetidas em quintuplicata cada

amostra.

3.8. Analise estatistica

3.8.1. Anélise de variancia

A andlise de variancia dos parametros avaliados para 0s compostos volateis foi
analisada pelo modelo linear geral software SPSS, versdo 19,0 (IBM Corporation, New
York, EUA). O cumprimento dos requisitos da ANOVA, nomeadamente a distribuicdo
normal dos residuos e a homogeneidade de variancias, foram avaliados por meio de
testes Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors (se n > 50) ou testes Shapiro-
Wilk (se n < 50), e os testes de Levene, respectivamente. Todas as variaveis
dependentes foram analisadas usando uma ANOVA one-way com ou sem corre¢do de
Welch, dependendo se o requisito da homogeneidade de variancias foi cumprido ou ndo.
O principal fator estudado foi o efeito da percentagem de folhas e tempo de batedura
adicionado durante a extracdo Cv.Cobrancosa, sobre a composicdo volatil Se os efeitos
da adicéo de folhas foram significativos para os parametros de qualidade, as médias séo
comparadas pelo teste de Tukey, pois variancias iguais poderiam ser assumidas. Se 0s
efeitos das folhas foram significativos para os parametros estudados, as médias sdo
comparadas pelo teste de Dunnett T3, pois variancias iguais ndo poderiam ser
assumidas. Todos os testes estatisticos foram realizados em um nivel de significancia de
5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo principal estudar o efeito da adicdo de
diferentes percentagens de folhas de oliveira durante o processo de extragdo do azeite,
conjugado com diferentes tempos de batedura da pasta, usando para tal um desenho
fatorial para cada um dos fatores usando a ferramenta de “metodologia de superficie
resposta” com o software MiniTab®. Para melhor compreenséo dos resultados obtidos,
estes serdo apresentados de acordo com as varidveis em estudo, para cada um dos

parametros avaliados.

4.1. Parametros de Qualidade

Os valores médios provenientes das determinacfes efetuadas para acidez, indice
de perdxido e espectroscopia no ultravioleta dos ensaios da Cv. Cobrangosa com adi¢do
de diferentes percentagens de folhas de oliveira e tempo de batedura, encontram-se

presentes no quadro 4.

A acidez é um dos parametros que estdo relacionados com a qualidade dos 6leos
como também de gorduras vegetais, e é indicador de degradacdo hidrolitica. No azeite,
indica a quantidade de acidos gordos livres, expressa em gramas de acido oleico, por

100 gramas de azeite.

A acidez nas amostras avaliadas, tendo em atencdo os diferentes eventos em
analise, apresentou valores muito baixos, a variar entre 0,2% e 0,3% (Quadro 4), o que
por si pode ser indicativo da elevada qualidade dos azeites extraidos. Tendo em conta
apenas este parametro, todos os azeites poderiam ser classificados na categoria
comercial de azeite virgem extra, em que o valor maximo permitido para a acidez é de

0,8%, segundo o Regulamento (CEE) n° 2568/91 e suas alteracGes posteriores.

De uma maneira geral, quanto maior for o valor de acidez, menor sera a qualidade
do azeite. Contudo, este parametro tera que ser avaliado em conjugacao com 0s
restantes parametros de qualidade, principalmente a avaliacdo sensorial, uma vez que
valores baixos de acidez néo séo suficientes para que 0s azeites possam ser bem
classificados sensorialmente. As reacfes quimicas de hidrolise originam os acidos
gordos livres, que se potencializam devido a contribuicéo de alguns fatores, como:
ataque de pragas e doengas, imprudéncia durante as etapas de processo de colheita,

transporte, armazenamento e extrac;éo.
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Quadro 4. Valores médios dos parametros de qualidade [acidez (% &cido oleico); indice de perdxido (MEQ.O,/KQ); K,z2; K79 € AK] do
azeite extraido com diferentes percentagens de folha e tempo de batedura das pastas (média + desvio padréo).

ENnsaios Folhas Tempo ,A_cidez (_% IP Kaas Kyro AK
(%) (min) &cido oleico) (mEQ.O2/Kg)
1 5 30 0,3+0,00 4,15+1,65 2,92+0,23 0,24+0,05 0,004+0,00
2 0 40 0,30,00 3,46+0,97 3,60+0,46 0,29+0,04 -0,003+0,00
3 10 20 0,30,00 4,15+1,39 1,260,15 0,17+0,02 -0,002+0,00
4 0 20 0,30,05 2,90+0,45 1,41#0,15 0,170,01 0,000+0,00
5 5 30 0,2+0,05 4,43+0,85 1,76+0,26 0,210,02 0,002+0,01
6 5 30 0,30,00 4,42+1,70 1,720,16 0,22+0,02 -0,002+0,00
7 10 30 0,30,05 4,15+1,66 1,82+0,13 0,30+0,06 0,004+0,00
8 0 30 0,2+0,05 2,62+0,81 1,85+0,19 0,27+0,05 0,0020,00
9 5 20 0,30,05 3,46+0,63 1,870,25 0,27+0,05 -0,001+0,00
10 10 40 0,30,00 2,770,68 1,93+0,09 0,32+0,05 -0,004+0,00
11 5 40 0,30,05 3,32+0,00 1,95+0,14 0,28+0,02 0,000£0,00
12 5 30 0,30,00 3,32+0,52 1,63+0,23 0,170,02 -0,008+0,02
13 5 30 0,3+0,00 3,04+0,43 1,90+0,15 0,18+0,02 -0,002+0,00
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Reboredo-Rodriguez et al. (2014) e Ben Mansour et al. (2015), observaram
aumento na acidez em funcdo com o indice de maturagdo e como aumento no tempo de
batedura. Nesse sentido os valores obtidos ndo surpreendem, visto as azeitonas terem
sido selecionadas, em que os frutos ndo se encontravam danificados, diminuindo entéo a
atuacdo das lipases, que sdo enzimas presentes no fruto e que hidrolizam as ligacdes
éster-carboxilato de acilglicerdis produzindo &cidos gordos livres, além disso, foram
transportadas em caixas rigidas, para evitar o seu esmagamento e inicio de possiveis
deterioracOes, e foram laborados em menos de 24 horas apos a colheita, 0 que também

reduziu a existéncia de processos degradativos.

Os resultados para o indice de peroxidos apresentaram variagdo entre 2,62 e 4,43
mEqQ. Ozkg (Quadro 4), sendo estes valores muito baixos e que permitem a
classificacdo de todos o0s azeites na categoria de azeite virgem extra, segundo o
Regulamento (CEE) n° 2568/91 e alteracbes posteriores, cujo valor maximo permitido é
de 20mEq. O2/kg. Contudo, parece haver um efeito negativo da adi¢do de folhas neste
parametro, uma vez que os valores sdo superiores em percentagens intermediarias e

extremas.

Tal fato, podera ser devido a presenca das folhas e também ao elevado tempo de
batedura que contribui para a incorporacdo de oxigénio e alteracdo de gases referentes
ao processo de respiracdo, aumentando a disponibilidade de oxigénio, favorecendo o
processo de peroxidacdo. Estudos de Bacelar et al. (2006), revelam que a Cv.
Cobrancosa possui maior resisténcia a peroxidacdo em condi¢bes de baixa
disponibilidade de &gua comparando com as cultivares Madural e Verdeal
Transmontana. Porém, esse déficit hidrico para a oliveira, proporciona estresse
oxidativo nas folhas e aumenta o nivel de peroxidacdo lipidica, apesar do trabalho
referido ser avaliado em condi¢Ges de campo, € possivel que os resultados obtidos

possam ser extrapolados para a extragdo de azeite.

Além disso, existe um elevado teor de clorofila presente nas folhas, esses
pigmentos atuam como fotossensibilizadores, devido a transformacdo de oxigénio
tripleto por oxigénio singleto, o qual é mais reativo e menos estavel, entdo reagem com
os &cidos gordos insaturados e resultam na formacgéo de hidropéroxidos (Psomiadou &
Tsimidou, 2002).

A determinacéo do indice de peroxidos é um indicador muito sensivel da oxidacao
priméria dos lipidos. Estes perdxidos instaveis decompdem rapidamente em produtos de
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oxidacdo secundarios, em particular aldeidos, &lcoois, cetonas, acidos, dimeros,
trimeros, polimeros e compostos ciclicos (Tan et al., 2001). Quanto maior os valores de
indice de perdxido, maior é o valor da reacdo de oxidacdo e consequentemente pior € a

qualidade da gordura em analise.

Através dos coeficientes de extincdo especifica (K232 e Kz70), tem-se nocédo do
grau de oxidacdo do azeite, completando as verificadas no pardmetro indice de
peroxido. No azeite, tém importdncia os indices derivados da andlise
espectrofotométrica K232, K270 e AK. Os valores obtidos para os coeficientes de extingdo

especifica K232 e K270 encontram-se apresentados no quadro 4.

A adicéo de folhas e os diferentes tempos de bateduras influenciaram nos valores
desses coeficientes de extin¢do especifica. Para K2z, 0s valores variaram de 1,26+0,15 a
3,60+0,46. Observou-se o valor mais baixo para o evento que apresentava 10% de

folhas e 0 menor tempo de batedura.

Porém o valor mais elevado registou-se para os azeites extraidos de azeitonas
onde ndo foi adicionada nenhuma quantidade de folhas (0%) e com maior tempo de
batedura, nessas condicdes, 0 que pode ser indicativo que um elevado tempo de
batedura tera implicacdes negativas neste parametro. De acordo com Reboredo-
Rodriguez et al. 2014), o aumento dos valores resultantes deste pardmetro tem relacéo
com a oxidagdo primaria. Desta é possivel inferir que nestas condi¢bes (0% de adicdo
de folhas e tempos de batedura elevados) o processo de oxidacdo primaria se da com

maior facilidade.

Para 0 K0, houve uma variacgdo entre 0,17+0,02 e 0,32+0,05, o valor mais
elevado foi observado para a maior quantidade de folhas e tempo de batedura. Podendo
estar relacionado com o alto teor de clorofilas presentes nas folhas, o qual atuam como
pré oxidantes na presenca de luz, isto €, iniciam a oxidacdo do azeite devido a
conversdo oxigénio triplete no estado fundamental para o oxigénio singlete altamente
reativo (Klpper et al., 2002), podendo ocasionar um aumento dos valores dos
coeficientes de extincdo especifica. Ainda de acordo com Reboredo-Rodriguez et al.
(2014), o aumento do resultado do parametro K, esté relacionado com a oxidagéao
secundaria e aumento de produtos carboxilados produzidos durante o processo de
oxidacdo. Possivelmente o mecanismo de pré oxidacdo envolvido com as clorofilas

provenientes das folhas se da por este processo.
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Os valores de AK, mantiveram-se praticamente constantes para todas as condicGes de
percentagem de folhas e tempo de batedura. Os resultados obtidos estdo abaixo do maximo
admissivel para as categorias de azeite virgem extra e azeite virgem, cujos valores maximos
permitidos s3o <0,01 segundo o Regulamento (CEE) n°® 2568/91 e suas posteriores alteracoes,
0s valores maximos permitidos sdo <0,01 segundo o Regulamento (CEE) n° 2568/91 e suas

posteriores alteragdes.

4.2. Analise Sensorial

Os resultados obtidos mostram que os azeites avaliados podem ser classificados como
azeites virgem extra pois conforme o Regulamento (CEE) n° 2568/91 e alteracdes posteriores,
nédo apresentando nenhum tipo de defeito e apresenta mediana do frutado maior que zero (0),

sendo os resultados apresentados no quadro 5.

Em relacdo as sensagdes olfativas, a presenca das folhas influenciou suavemente a
sensacdo de frutado, esse atributo positivo estd normalmente relacionado com a utilizagdo de
azeitonas frescas, sadias e maduras, o qual é percebido diretamente com o aroma do azeite,
podendo a adicdo de folhas conferir carateristicas semelhantes. Essa sensacdo € influenciada
pelo grau de maturacdo do fruto. Também Di Giovacchino et al. (1996), chegaram a
conclusdes semelhantes nos seus trabalhos, observando o aumento na intensidade do "frutado
verde" e "gosto amargo" no azeite quando extraido com a adicdo de folhas de oliveira.
Através da figura 4, para a representacdo grafica do frutado, os maiores valores estdo em
posicao intermédia tanto de percentagem de folhas como de tempo de batedura. Contudo, é de
referir que sdo exatamente para essas condigdes que se encontram os piores valores de analise

sensorial de azeites.

A nota outros frutos, pode estar relacionada com a sensacdo do aroma de frutos, como
améndoa, nozes, maca, banana, abacaxi, entre outros, que sdo influenciados essencialmente
pela cultivar de origem das azeitonas e percetiveis apenas para as sensacdes olfativas (Tura et
al., 2008) tendo sido influenciadas pelos baixos tempo de batedura.

A sensacéo olfativa de verde, & uma das notas de maior interesse no estudo, pelo fato da
adicao de folhas serem ricas em pigmentos, juntamente com tempos de bateduras diferentes, é
expectavel que o maior tempo de contato durante a batedura entre as folhas e o azeite

conjugado com maiores tempos de batedura proporcionem um aumento neste parametro.
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Atraveés da figura 4, observa-se que com a adicao de folhas, a maioria dos azeites melhoraram
essa nota, apenas para os ensaios 7 e 8, o qual apresentam 0% e 10% de percentagem de
folhas, com o0 mesmo tempo de batedura (30 minutos) tal ndo se verificou. Com isso, nessas
condicdes pode observar que o equilibrio desses parametros pode influenciar essas notas. Em
relacdo as outras sensagdes positivas, observou-se através do quadro 5, que os melhores
valores estdo para condi¢des intermediarias de folhas e tempo de batedura.

A nota harmonia, estd relacionada com o equilibrio das notas sensoriais olfativas
(Civille & Oftedal, 2012), nota-se que tanto a adicdo de folhas como o tempo de batedura,
influéncia essa sensagdo. Observa-se que o tempo de batedura em 30 min, pode influéncia
tanto positivamente como negativamente essa nota, conforme a figura 4, em 0% e 5%
apresenta valores baixos, porém quando adicionado 10% de folhas, faz com que melhore essa

nota.

Em relacdo a sensorial gustativa-retronasal, observa-se que apresenta menos equilibrio
em relacdo as condic¢des de 5% ou 10% de folhas e tempo de batedura em relacéo a olfativa.

Os melhores valores para essa nota foram obtidos no ensaio 1, 2, 6 e 10 e 0s menores 1 e 8.

Para as sensacOes doces e outras sensacfes positivas, observa-se um equilibro entre as
condicOes. A sensacdo doce é influenciada pelo tempo de maturagdo do fruto, quanto maior
esse periodo mais percetivel é essa nota, além disso, essa sensacdo consegue mascarar 0
amargo e o picante, porém ndo eficientemente nesse caso devido a adicdo de folhas o qual

apresentam compostos fendlicos que sédo caracteristicos pelo amargor.

O picante teve grande influéncia em relacdo a adicdo de folhas e tempo de batedura,

nota-se que em todas as condicBes obteve-se valores intermediarios para essa nota.

Como para a sensacdo olfativa, a sensacdo verde apresentou-se idéntica, quando
comparadas com a sensacao gustativa-retronasal. Isso confirma a boa qualidade e maturacéo

6tima dos frutos utilizados.

Em relacdo a sensagdo olfativa-gustativa, na nota complexidade e harmonia

apresentaram uma grande variacdo em relacao aos valores.
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Quadro 5. Valores médios para o parametro sensorial com a adicdo de diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura
(médiaxdesvio padréo).

Sensacdes Olfactativas Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10 Ensaioll Ensaiol2 Ensaio 13
Folhas (%) 5 0 10 0 5 5 10 0 5 10 5 5 5

Tempo (min) 30 40 20 20 30 30 30 30 20 40 40 30 30
Frutado 5,4+0,66 55+055 55+055 5,6+0,66 53+0,42 5,6+0,66 6,0+0,00 58+0,41 59+0,20 58041 59+0,20 6,0+0,00  6,3+0,42
Outros Frutos 1,8+0,27 1,8+0,27 1,5+0,45 1,8+0,26 1,4+0,20 1,7+0,26 1,6+0,00 1,3£0,41 1,7£0,41 1,2+0,26 1,3+0,26 1,3+0,26 1,3+0,27
Verde 1,4+0,20 1,4+0,20 1,4+0,20 1,3+0,26 1,2+0,26 1,4+0,20 1,1+0,00 1,0+0,00 1,4+0,20 1,4+0,20 1,4+0,20 1,5+0,00 1,5+0,00
Outras SensacGes 1,84¢0,27  1,7#0,26  1,7#0,26  1,8%0,27  16+0,20 1,7#0,26 150,35 1,2#0,26  15#0,00 1,2#026 1,4+0,20 1,3%0,26  1,5+0,00
Harmonia 16,0£0,00 16,6+0,49 16,8+0,26 16,6+0,49 16,4+0,49 16,1+0,20 16,3+0,35 16,1+0,20 16,2+0,26 16,1+0,20 16,2+0,26 16,3+0,41 16,5+0,32
SOMA 26,3+0,68 26,9+0,49 26,9+102 27,1+1,07 25,8+0,68 26,4+0,80 26,5+0,71 254+0,80 26,7+0,52 25,7+0,68 26,3+0,42 26,5+0,45 27,0+0,55
SensacOes Gustativas:

Frutado 7,0£0,00 7,0+000 6,8+041 6,7%0,52 6,5+0,55  7,0+0,63 6,8+0,71 6,6+0,49 6,4+0,49  7,0£0,00 6,8+0,42 6,8+0,41 6,8+0,42
Doce 2,5+0,45 2,5+0,55 2,5+0,55 2,7+0,75 2,8+0,61 2,6+0,66 3,0+0,71 3,1+0,20 3,0+0,00 3,1+0,38 2,9+0,38 2,840,26 2,8+0,27
Amargo 1,8+0,26 2,2+0,52 1,7£0,26 1,8+0,26 1,6+0,20 1,8+0,41 1,7+0,00 1,1+0,20 1,1+0,20 1,1+0,20 1,3+0,42 1,8+0,26 2,0+0,00
Picante 2,0£0,45 2,3x0,26  2,3+0,27  2,2+0,26 1,9+0,38  2,0+0,45 1,8+0,35 1,6+0,58 1,8+0,42 15+0,32 1,6%0,38 1,740,26  1,9+0,38
Verde 1,5+0,00 1,5+0,00 1,3+0,26 1,4+0,38 1,3+0,27  1,3+0,26 1,0+0,35 1,0+0,00 1,5+0,00 1,3+0,26  1,3*0,26  1,5#0,00  1,5+0,00
Outras sensacdes 1,6+0,20 1,8+0,27 1,8+0,27 1,7£0,26 1,6+0,20 1,6+0,20 1,5+0,35 1,1+0,20 1,1+0,20 1,1+0,20 1,1+0,20 1,2+0,26 1,5+0,00
Harmonia 16,2+0,41 16,4+0,49 16,5+0,55 16,5+0,55 16,2+0,41 16,2+0,41 16,2+0,71 16,0+0,00 16,1+0,20 16,0+0,00 16,1+0,20 16,0+0,00 16,1+0,20
SOMA 32,6£0,92 33,7+#1,13 32,8+093 32,9+0,80 31,8+1,29 32,5+1,10 31,9+1,77 30,4+0,86 30,9+0,49 31,1+0,38 31,0+1,48 31,8+0,52 32,5+0,32
Sensacéo Final:

Complexidade 7,3+0,41  7,2#041 7,2+041  7,3x0,52  6,9+0,20 6,8+0,41  7,0+0,71 6,8+041 7,0+0,32 7,0£0,00 7,0+0,00  7,0+0,00  7,0+0,00
Persisténcia 7,6+0,49 7,7+0,52 7,6+0,66 7,3+0,52 7,0+0,63 7,0+0,89 7,4+0,00 7,2+0,41 7,3+0,41 7,1+0,20 7,1+0,20 7,5+0,45 7,1+0,20
SOMA 14,9+0,49 14,8+0,75 14,8+0,61 14,7+0,82 13,9+0,66 13,8+1,17 14,4+0,71 14,0+0,63 14,3+0,41 14,1+0,20 14,1+0,20 14,5+0,45 14,1+0,20
TOTAL 73,8+1,66 754+1,72 745+158 74,7+227 715207 72,8+256 72,8+3,18 69,8+1,75 719+0,66 70,8+1,08 71,3+157 72,8+0,75 73,6+0,58
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Figura 4. Sensac0es olfativas, gustativa retronasal e olfativa gustativa de azeites com

diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura.

46



4.3. Composicao

4.3.1. Acidos gordos
O perfil em &cidos gordos dos azeites extraidos encontra-se no quadro 6. Esse
perfil em &cidos gordos foi avaliado com o objetivo de verificar se a adigdo de
diferentes quantidades de folhas de oliveira durante o processo de extracdo do azeite
qguando sujeito a diferentes tempos de batedura das pastas de azeitonas da Cv.

Cobrangosa.

Em todas as amostras, o perfil encontrado é -carateristico para azeites,
encontrando-se concordante com o0 Regulamento (CEE) n° 2568/91 posteriores
alteracdes. O acido oleico (C18:1), foi o acido gordo maioritario, variando entre 73,63%
e 74,91%, observando-se um ligeiro aumento em condic¢des onde o tempo de batedura
sd0 mais extremas. Este &cido gordo maioritario do azeite, tem propriedades bioldgicas
reconhecidas. No organismo humano, o acido oleico tem um efeito positivo ao nivel do
aumento no plasma das lipoproteinas de alta intensidade (HDL) e uma diminuicdo das
lipoprotéinas de baixa densidade (LDL) (Ghanbari et al., 2012).

O é&cido palmitico (C16:0) foi o segundo acido gordo mais abundante, variou de
10,4% e 11,82%, apresentando os valores menores para condi¢des isenta de adicdo de
folhas e para valores que apresentam porcentagem e tempo de batedura intermediarios.
Seguido do acido linoleico (C1s:2), 0 qual apresentou uma variacdo de 6,60% e 6,91%,
apresentando os maiores valores para condicdes onde o tempo de batedura séo

extremas.

A cultivar de oliveira utilizada no presente trabalho foi a Cv. Cobrancosa,
encontrando-se o perfil de acordo com o observado para azeites extraidos da mesma
cultivar e mesmo indice de maturacdo em trabalhos anteriormente publicados,
nomeadamente por (Matos et al., 2007), autores que reportam valores para o acido
oleico de 76,16% e 10,12% para o acido palmitico e 6,35% para o acido linoleico. Com
isso, observou-se que diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura, diminuem
a quantidade de acido oleico, porem em determinadas condi¢cbes podem aumentar a

guantidade de acido palmitico e linoleico.

Segundo Malheiro et al. (2013), diferentes percentagens de folhas podem
influenciar na composicdo desses acidos maioritarios de azeites extraidos com a mesma

cultivar. Relata-se uma diminuicdo de acido oleico em azeites com adi¢cdo de 10% de
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folhas, nesta mesma condicdo ou na condicdo controle observou-se um aumento no teor
de &cido palmitico, porém o maior aumento para essa percentagem de folhas foi em
relacdo ao é&cido linoleico. O agrupamento dos &cidos gordos nas suas diferentes
categorias de gordos saturados (SFA — Saturated Fatty Acids), os acidos gordos
monoinsaturados (MUFA — Mono Unsaturated Fatty Acids) e os acidos gordos

polinsaturados (PUFA — Poly Unsaturated Fatty Acids), é apresentado no quadro 7.

Os &cidos gordos monoinsaturados foram maioritarios em relacdo aos demais,
variando de 75,20% a 76,43%, sendo notavel a influéncia do tempo de batedura para
esse parametro, valores crescentes de batedura aumentaram o teor de MUFA. Jimenez et
al. (2014) também obtiveram valores em torno de 73% de &cidos gordos
monoinsaturados, mais especificamente o acido oleico. Quando o tempo de batedura foi
aumentado de 45 para 90 min ndo houve diferenca significativa nos valores encontrados
pelos autores. (Youssef et al., 2013) observaram que a principal mudanca na
composic¢do de acidos gordos associada com aumento no tempo de batedura (60 min)
foi um aumento na quantidade de &cido palmitico e um decréscimo na de &cido oleico
para as cultivares Chetoui e Chemlali,. utilizaram da adicdo de CaCOg3 (carbonato de
calcio) durante a batedura como coadjuvante de extracdo e nao observaram aumento na

extracdo de acidos gordos apés a adicdo de 1,6% de CaCO3 (Ben Brahim et al., 2015).

Os &cidos gordos saturados variaram de 15,92% a 17,11%, notando-se que valores
intermediarios tanto de percentagem de folhas como de tempo de batedura, mantem-se
valores altos. Porém valores extremos de batedura sem a atuacdo das folhas, diminuem
esses valores. Os &cidos gordos polinsaturados, 0s quais devido a sua insaturacdes sdo
mais susceptiveis aos fendmenos oxidativos, apresentaram uma variacdo suave de
7,59% a 7,90%. Sendo nitido que em 10% de folhas e diferentes tempos crescente de

batedura, apresenta-se elevado valores para PUFA.

As oliveiras da Cv. Cobrancosa em estudo, foram cultivadas em um sistema
sequeiro, sem irrigacdo, onde a dgua que tiveram disponivel proveio exclusivamente das
chuvas, a falta de 4gua para a subsisténcia da planta, provoca alteracfes na composi¢do
guimica dos frutos. Provocando um menor de teor de agua na polpa das azeitonas,
devido a esse estresse hidrico, a planta produz frutos mais ricos em composto como

forma de sobrevivéncia.
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Quadro 6. Quadro 6 - Perfil em &cidos gordos (g/100 g de &cidos gordos) de azeites Cv. Cobrancosa, extraidos com diferentes
percentagens de adicdo de folhas de oliveira e diferentes tempo de batedura das pastas (média xdesvio padrao).

Ensaio F?J/: ;i S T(fnn;rﬁ))o Ci40 Cis:0 Cie1 Cim0 Ci71 Cis:0 Cisa1 Cis:22 Cis:3 C20:0 C20:1 C22:0 Ca4:0 Isigﬁgos
1 5 30 001001 11,01#059 077002 0,17+0,01 0,27+0,01 459+020 7429:0,60 6,68+022 0,99:0,04 055+001 0,30+001 0,12#001 0,08:0,01 0,05:0,01
2 0 40 001:0,00 1048+019 080+005 0,17+001 0,27+0,00 4,49+0,16 74,61+037 6,91+0,18 098+0,10 059+003 031001 0,11#¥001 0,08+0,01 0,04+0,02
3 10 20 001000 10,69+043 077+003 0,17+001 026001 4,58+008 74,34+078 6,89+029 099:006 0574004 030£001 0,13%001 008001 0,02+0,01
4 0 20 001+000 1084+018 078+003 0,17+001 027002 4,61+009 7419028 691022 0984005 0584003 0304001 0124001 0,0740,00 0,04+0,01
5 5 30 001001 1063021 077004 0,17+0,01 0,27+0,03 461010 7451%025 6,76x0,08 1,01+0,05 055+0,03 0,33+003 0,12#0,00 0,09:0,03 0,02:0,02
6 10 30 001000 1061#018 076001 0,17+0,01 0,27+0,01 449+0,13 7491#013 661:015 0,99+0,04 055+0,03 030+001 0,12+001 008001 0,02:0,02
7 0 30 002+001 1098+013 079+006 0,17+001 027002 451017 7408047 691040 099+002 0574003 0294002 0124001 0084001 0,05+0,03
8 5 20 001001 10,78+0,65 0,79:0,02 0,18+0,02 0,27+0,01 4,63+0,17 74,33#0,68 6,69:0,12 1,00£0,03 058+0,03 0324002 012001 0,09:001 0,030,01
9 10 40  000+0,01 11,80+090 0,87#0,07 0,18:001 0,27+0,03 4,42+0,15 73,63+0,97 6,72+0,14 099:0,04 054+0,02 0,27+0,03 0,12+0,02 0,05+0,04 0,01+0,01
10 5 40 002+001 11,27+064 083+005 0,16+002 0,27+000 4,35+006 74,21+064 673012 099005 054+003 0284003 0124002 0,06£0,02 0,04+0,03
11 5 40 001:001 11,82¢169 085:0,11 0,17+001 0,27+002 4,40+0,36 7371110 6,78+021 094+005 051#010 0274005 010003 0,06£0,03 0,03+0,02
12 5 30 002003 11,60+0,83 0,86+0,10 0,17+0,02 0,29+0,03 4,37+029 7397084 6,60£004 098+008 052:004 028+003 0,12#001 0074004 0,03+0,03
13 5 30 001001 1079+0,16 078+001 0,17+001 026001 4,50+008 74484034 682006 0974003 054%003 030£0,02 0134002 0,0740,03 0,04+0,02
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Quadro 7 - Acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados extraidos em
diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura (médiatdesvio padrao).

. Folhas Tempo

Ensaio (%) (min) > SFA > MUFA > PUFA

1 5 30 16,52+0,82 75,82+0,65 7,66+0,26
2 0 40 15,92+0,40 76,18+0,45 7,89+0,28
3 10 20 16,23+0,58 75,87+0,85 7,88+0,34
4 0 20 16,40+0,32 75,73+0,35 7,89+0,26
5 5 30 16,18+0,38 76,09+0,39 7,77+0,13
6 5 30 16,02+0,36 76,43+0,17 7,60+0,19
7 10 30 16,44+0,37 75,63+0,60 7,90+0,43
8 0 30 16,38+0,90 75,92+0,75 7,70+0,15
9 5 20 17,11+1,14 75,20+1,14 7,71+0,18
10 10 40 16,52+0,81 75,78+0,76 7,7340,16
11 5 40 17,07+2,25 75,25+1,35 7,72+0,26
12 5 30 16,86+1,28 75,58+1,06 7,5940,12
13 5 30 16,21+0,35 76,02+0,43 7,7940,10

4.3.2. Composi¢cao em tocoferois

Nas amostras avaliadas foram detetados e quantificados a, B e y- tocoferol. Os
tocoferdis sdo um dos responsaveis na resisténcia ao processo de oxidacao lipidica
(Seppanen et al., 2010), atuando como agentes antioxidante no azeite, devido a
capacidade de doar seus hidrogénios aos radicais livres interrompendo a propagacao em
cadeia (Ramalho & Jorge, 2006).

A seguir no quadro 8, encontra-se detalhadamente o perfil de tocoferdis. O a-
tocoferol foi 0 composto mais abundante, os valores situaram entre 237,5+6,3 mg/kg
para condicdo de 5% de folhas e 40 minutos de batedura, até 276,3 £9,1 mg/kg para

condicdo isenta de folhas e com tempo intermediario de batedura.

O v- tocoferol, foi 0 segundo isomero mais abundante, variando de 8,9+0,9mg/kg
para condicdo em que a adicdo de folhas e tempo de batedura sdo intermediarias, e
apresentando maior valor nas mesmas condigdes, 11,0 £0,6 mg/kg. Seguido pelo B-
tocoferol, o qual com diferentes porcentagens de folhas e diferentes tempo de batedura,

variou suavemente, de 2,6+0,4mg/kg até 3,3+£0,1 mg/kg.

A soma de todos os tocoferois quantificados, resulta no teor de vitamina E, o qual
pode variar dependendo do cultivar, dos fatores agronomicos e também de fatores

tecnologicos (Belitz et al., 2009). Dentre as condi¢des experimentais avaliadas os teores
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de vitamina E variaram entre 262,9+5,5 e 289,5£10,1 mg/kg para as condicdes de 30
min com 5% de folhas adicionadas e de 30 min sem adi¢&o de folhas respectivamente.

Quadro 8. Composicdo em tocoferois (mg/kg) de azeites da Cv. Cobrangosa extraidos
com diferentes percentagens de adicdo de folhas de oliveira e diferentes tempo de
batedura das pastas (média +desvio padréo).

Ensaios Folhas (%) ;rrﬁmg)o o -tocoferol  B-tocoferol v-tocoferol Vit. E Total
1 5 30 271,0+9,7 3,310,1 11,040,6 285,2+10,4
2 0 40 271,320 3,1+0,3 10,4+0,3 284,9+21,0
3 10 20 258,248,3 3,240,1 10,5+0,3 271,9+8,7
4 0 20 255,917 .4 2,940,2 9,8+0,3 268,6+7,8
5 5 30 269,0+2,6 3,310,1 10,5+0,5 282,8+3,2
6 30 255,6+2,4 2,9+0,4 9,6+0,8 268,0+3,5
7 10 30 259,0+9,2 3,0+0,1 9,7+0,3 271,7£9,6
8 0 30 276,3+9,1 3,0+0,2 10,3+0,8 289,5+10,1
9 20 253,7+7,6 2,8+0,2 9,2+0,8 265,648,7
10 10 40 256,4+12,9 2,840,3 10,1+1,0 269,3+14,2
11 5 40 237,546,3 2,7£0,2 9,510,6 249,7+7,1
12 5 30 251,442 2,61£0,4 8,9+0,9 262,915,5
13 5 30 244,546,0 2,8+0,2 9,5+0,7 256,9+6,9

Warner et al. (2003) sugerem que a atividade antioxidante dos tocoferdis depende
de alguns parametros, entre eles, da temperatura, composicdo e forma da gordura
(liquida, emulsdo) e o teor total de tocoferdis. Em relacdo a temperatura, pesquisas
revelam que essa varidvel pode ter um efeito significativo no resultado de estudos de
oxidacdo, com 0 aquecimento térmico o tocoferol sofre degradacdo favorecendo a

formacédo de produtos de oxidacdo (Gongcalves et al., 2015).

A atividade antioxidante relativa dos tocoferdis é conforme a sequéncia: 6 >y > 3
> o em gordura animal em temperaturas superiores a 60 °C, mas essa ordem ¢é alterada
para a >y > B > & em 20 e 40 °C. Com isso, o a-tocoferol além de atuar como
antioxidante, pode atuar como pré-oxidante dependendo, entretanto, da concentracao,
do tempo de oxidagdo e do método usado para acompanhar a oxidagdo (Ramalho &
Jorge, 2006).
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4.3.3. Teor em Fenois Totais

O quadro 9, apresenta os valores dos compostos fenolicos totais, variando de
181,9 mg/kg a 265,4 mg/kg, sendo facilmente visivel que a percentagem de folhas
influencia a quantidade de compostos fendlicos. Sevim et al. (2013) observaram que a
adicdo de 1% e 3% de folhas antes da extracdo das azeitonas aumentava
significativamente o teor de fenolicos em relacdo ao controle. No presente trabalho
foram obtidos os maiores valores para condicdes isentas de folhas e menores valores
para condicGes que apresentam 10% de folhas. Estes resultados parecerdo contrarios ao
que seria expectavel e estdo em oposicdo ao encontrado na bibliografia, contudo, os
trabalhos anteriormente efetuados foram sempre realizados com azeitonas
sobremaduras, onde o teor em compostos fendlicos € muito reduzido em comparagéo ao
teor encontrado em azeitonas verdes ou no seu estado de maturacao adequado (Sousa et
al., 2014).

Durante o amadurecimento, ocorrem Varios processos metabolicos no fruto,
seguido por varia¢des na composicdo fendlica devido as diferentes vias de biossintese e
e biotransformacéo desses compostos (Rahmanian et al., 2015)

Assim, uma elevada quantidade de fendis presentes nas azeitonas podera
inviabilizar a incorporacédo de fendis provenientes das folhas de oliveira, aumentando a
oxidacdo e reducdo do teor destes compostos. Numa condicdo de elevado teor de fendis,
juntamente com a existéncia de pigmentos, podera levar a existéncia de fendmenos de

pré-oxidacéo.

A oleuropeina € o principal composto fendlico em azeitonas verdes e é
responsavel pelo seu amargor caracteristico, apresentando uma elevada atividade
antioxidante. Conforme o fruto torna-se mais maduro, o contetdo de oleuropeina
diminui drasticamente, sendo o hidroxitirosol um dos principais produtos de
bioconversdo, e um dos compostos antioxidantes mais ativos encontrados no azeite
(Sousa et al., 2014).

Os maiores valores para o hidroxitirosol sdo para condi¢Ges que apresentam 0%
de folhas e diferentes tempos crescente de batedura, notando-se que a adigdo de folhas
influéncia diretamente esses teores. A atividade antioxidante do hidroxitirosol é devido
a sua doacdo de hidrogénio e a capacidade sequestrar radicais livres, desenvolvendo um

novo radical o qual estabiliza a reacdo (Bouaziz et al., 2008). Devido a fruto apresentar
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indice de maturagédo 6timo e a adicdo de folhas serem ricas nesses compostos, notou-se
uma supersaturacdo de compostos antioxidantes, fazendo com que a folha atue como

um pro-oxidante.

Quadro 9. Valores médios para o teor em fénois totais (mg/kg), hidroxitirosol totais
(mg/kg) e tirosol totais (mg/kg) para diferentes percentagem de folhas e tempo de
batedura (médiatdesvio padréo).

. Fénois Hidroxitirosol Tirosol
Ensaio  Folhas(%) 1empo(min)

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
1 5 30 201,9+23,47 128,0+13,69 73,9+9,96
2 0 40 265,4+11,24 174,3+6,85 91,1+4,42
3 10 20 186,8+5,29 116,2+2,88 70,5+3,16
4 0 20 256,3+32,23 165,4+24,67 90,9+8,86
5 5 30 197,1+17,57 122,8+12,98 74,3+4,67
6 5 30 227,8+20,27 146,3+15,50 81,4+4,78
7 10 30 181,9+25,70 108,4+18,99 73,5+6,73
8 0 30 261,6+30,05 167,7+27,44 93,8+2,94
9 5 20 224,7+8,10 140,4+1,82 84,3+6,92
10 10 40 188,1+10,74 108,5+7,21 79,5+3,99
11 5 40 224,3+12,38 136,8+6,48 87,5+6,09
12 5 30 218,4+14,25 137,9+9,68 80,5+5,03
13 5 30 212,5+11,26 130,3+10,38 82,3+1,05

O mesmo fato foi observado para os teores de tirosol, o qual teve uma variagao de
70,5 mg/kg e 93,8 mg/kg, para valores extremos da atuacéo das folhas e condi¢do isenta

delas, respectivamente. Notando-se novamente a atuacdo da folha como pré-oxidante.

4.4. Atividade sequestradora de radicais livres

4.4.1. Atividade sequestradora do radical DPPH (DPPH?¢)

Para determinar a capacidade oxidante, um dos metodos utilizados é atraves da
medida do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Neste método, a atividade
sequestradora do radical de DPPH foi expressa em % de inibicdo, os valores encontram-

se no quadro 10.
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O evento que apresenta maior atividade sequestradora do radical DPPH, foi a
amostra que esta isenta de folhas de oliveira e 20 min de batedura (74,93+3,41) e de
menor valor 52,14+3,64, com maior percentagem de folhas e maior tempo de batedura.
Sevim et al. (2013), concluiram que com o aumento da quantidade de folhas de oliveira
adicionadas os valores de DPPHe aumentavam significativamente possivelmente como
resultado do aumento da concentracdo de clorofila, compostos fendlicos e teor de
tocoferol. No presente trabalho todos os resultados citados por Sevim et al. (2013)
foram contrarios, ou seja, menores quando houve o aumento na quantidade de folhas

adicionadas.

Quadro 10. Valores para os parametros DDPH e ABTS em azeites com diferentes
percentagens de folhas e tempo de batedura (médiatdesvio padréo).

Tempo
Amostras Folhas (%) DDPH ABTS
(min)
1 5 30 68,68+4,91 93,55%1,74
2 0 40 73,65+2,87 94,72+0,47
3 10 20 61,95+4,97 94,83+0,21
4 0 20 74,93+£3,41 94,30+0,94
5 5 30 62,15+1,50 94,81+0,28
6 5 30 66,31+4,20 94,72+0,21
7 10 30 57,33+5,35 94,88+0,26
8 0 30 71,42+6,09 94,55+0,49
9 5 20 62,18+3,83 94,19+1,12
10 10 40 52,14+3,64 94,07+0,55
11 5 40 61,07+1,84 94,37+0,47
12 5 30 64,78+3,52 93,98+0,93
13 5 30 64,61+4,06 93,75+0,97

Brahmi et al. (2015), estudou a existéncia correlacdo entre teor em fendis e a sua
atividade antioxidante de folhas de oliveira da Cv. Chetoui, verificando que essa
correlacdo foi significativa, tem sido relatado que a eliminacdo dos radicais livres é
influenciada por fatores climaticos, cultivar e tempo de colheita que potencializa a

eficicia antioxidante dos compostos presentes nas folhas.
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4.4.2. Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTSe+)

Os valores médios obtidos da atividade sequestradora do radical ABTS, estdo
apresentados no quadro 10. Ao contrario dos resultados de DPPH, estes apresentaram
resultados iguais a 93,55 +1,74 para condi¢des intermediarias de porcentagem de folhas
e tempo de batedura, até 94,88+0,26, com 10% de folhas e 30 min de batedura. Ou seja,
a maior atividade antioxidante neste caso foi obtida para as condi¢des experimentais
onde se aplicaram a maior porcentagem de folhas e o tempo de batedura foi baixo e

intermediario.

Para a realizacdo desse teste, foi utilizado o etanol como solvente, porém sabe-se
que o etanol e 6leos vegetais ndo sdo miscivel, ndo havendo uma diluicdo completa, por
isso pode haver alguma dificuldade para medir a capacidade antioxidante. Além disso,
mesmo pequena quantidade de agua no meio da reacdo causaria provavelmente
opacidade com o qual as medicBes espectrofotométricas imprecisas pode resultar

(Durmaz, 2012). Por isso pode ter havido controversas com o método DPPH.

4.5. Estabilidade oxidativa
Os valores obtidos, para as diferentes amostras de azeite extraido na presenca e
quantidades diferentes de folhas e tempos de batedura diferentes, encontram-se

representado na figura 5.
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Figura 5. Resisténcia & oxidagdo, em horas, de azeites com diferentes percentagens de
folhas e diferentes tempo de batedura.
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Graficamente observou-se que os maiores valores para tempo de indugdo foram
para amostras que estdo isenta de folhas, mostrando que o tempo de batedura nesse
parametro nao foi a variavel que influenciou a estabilidade oxidativa. Isso é devido ao
fato dos frutos utilizados apresentarem um indice de maturacdo 4, sdo frutos que
apresentam grande quantidade de compostos fendlicos, diferentes de frutos
sobremaduros o qual a adicdo de folhas de oliveira, fazem com que “ renove’’ a
quantidade desses compostos. Além disso, esses frutos apresentam grande quantidade
de clorofila que se degradam conforme o tempo de maturacdo, com a adicdo de folhas o
qual apresentam elevados teor de clorofila, fazem com que atuam como pré-oxidante,
isto é, quando expostos a luz, devido as caracteristicas fotossensibilizantes do anel
porfirina dessas moléculas, facilitam a formacdo de oxigénio e consequentemente

ocorre 0 processo de autoxidagdo (Ghanbari et al., 2012).

4.6. Determinacéo da cor

Os resultados relativos a avaliagdo da cor estdo apresentados no quadro 11. A
determinacdo da cor de um alimento é de extrema importancia, pois é o primeiro
contacto do produto com o consumidor. Quando é elaborado um género alimenticio
deve ter-se em conta este parametro, para tornar entdo mais atrativo e incentivar a
compra do produto. A presenca desses pigmentos, ndo sé determina a cor do produto,
como também possui um papel importante na atividade oxidativa do azeite, devido &
sua natureza antioxidante na auséncia de luz e pro-oxidante na presenca (Oueslati et al.,
2009).

As amostras foram avaliadas conforme a coordenada de L*, a* e b* (CIELAB), que é
um dos sistema mais utilizados em relag&o a colorimetria. O pardmetro L* € responsavel
pela luminosidade apresentando valores constantes para as amostras. J4 o parametro a*,
é responsavel ao conteido vermelho a verde, nota-se que 0os maiores valores sdo para
condigdes isentas de folhas e os menores valores para os ensaios que foram adicionados
elevada percentagem de folha, tal fendmeno é devido a grande saturacdo de compostos
clorofilicos, devido a grande quantidade de pigmentacdo verde tanto das folhas como
dos frutos que foram colhidos em um tempo de colheita 6timo, com isso, esses
compostos atuam como pré-oxidante, devido a supersaturacdo desses compostos

(Kupper et al., 2002). Porém o tempo de batedura influéncia também a coloragéo do
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azeite, pelo fato de quanto maior o tempo de batedura, maior o contato do azeite com a

folhas, maior a coloragéo verde.

4.7. Composic¢ado Volatil

Nos azeites obtidos pela adicdo de diferentes percentagem de folha e tempos de
batedura das pastas durante o processo de extracao do azeite, foram identificados um
total de 22 compostos volateis encontrando-se a sua composi¢do detalhada no quadro
12. Desses compostos, seis sdo aldeidos, nomeadamente: (Z)-3-hexenal, (E)-2-hexenal,
(E,E)-2,4-hexadienal, benzaldeido, nonanal e decanal; cinco sdo alcoois: (Z)-3-hexen-1-
ol, hexanol, alcool benzilico, octanol e fenietil alcool; dois séo ésteres: (Z)-3-hexen-1-ol
acetato e acetato de hexilo; trés sesquisterpenos: a- copaene, cariofileno e a-farneseno;
dois terpenos: limoneno e f-ocimeno; uma cetona: 2-heptanone; e trés alcenos:dois

isoméros de 3-etil-1,5 octadieno e dodecano.

Quantitavamente no geral, os alcenos e os ésteres foram o grupo de volateis de
maior importancia. Os compostos (Z)-3-hexenal, (E)-2 hexenal e o (Z)- 3-hexen-1-ol

acetato, foram os maioritarios.

Os aldeidos representam a fracdo mais importante de compostos volateis em
relacdo a alta qualidade dos azeites virgens, do ponto de vista quantitativos. Esse grupo
de compostos é produzido enzimaticamente a partir de &cidos gordos polinsaturados,
através do nivel e da atividade de cada enzima envolvida no mecanismo chamado de
LOX-lipoxigenase (Angerosa et al., 2004). A partir dos acidos gordos linolénico e
linoleico a lipoxigenase atua e produz 13 hidroperoxidos, que sdo catalisados pelas
hidroperdxidos-liases, transformandos esses compostos em aldeido (hexanal e 3-
hexanal). A enzima isomerase atua nesses aldeidos produzindo 2-hexenal. Pode haver
também a atuacdo da enzima acool-desidrogenase que produz alcool a partir desses
aldeidos e forma o composto (Z)-3-hexen-1-ol acetato sob a atuacdo da enzima alcool
transferses de acetilo (Angerosa et al., 2004; Hatanaka, 1993). Todos esses ultimos

compostos formados sdo em geral, 0 que apresentam em maior quantidade.

Estudando particularmente os compostos, (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexenal e o (Z)-3-
hexen-1-ol acetato, que foram 0s compostos volateis que apresentaram maior teor
durante a combinagdo de diferentes percentagens de folha de oliveira e diferentes tempo
de batedura, nota-se que a combinagdo desses parametros influénciaram o composto

(E)-2-hexenal, figura 6a. O tempo de batedura € o parametro que mais aumenta esse
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composto.Isso ocorre porque quando as azeitonas nao apresentam nenhum tipo de
rutura e em condi¢des normais, ndo apresentam o (E)-2-hexenal no seu perfil volatil. A
formacdo desse composto s6 é obtida quando o tecido celular do fruto é rompido,
formada pela via da lipoxigenase (LOX), que atuam nos acidos gordos polinsaturados
como mensionado (Malheiro et al., 2013). Esse fato é bem patente na figura 6 a,
maiores tempo de batedura, proporcionam maior rompimento celular do fruto,

consequentemente maior quantidade desse composto volatil.

O composto (E)-2-hexenal em relacdo a percepcdo sensorial € descrita por
apresentar sensacOes amargas, juntamente com aroma verde e “erva (grama) fresca
cortada’’, além de poder apresentar aroma de outros frutos, como améndoa e maca
verde (Angerosa et al., 2004). Com isso a adicdo de folhas contribuio levemente para a

percepcao dessas notas sensoriais.
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Figura 6. Teor dos compostos volateis maioritarios em relacdo a a percentagem de
folhas (0, 5 e 10%) e tempo de batedura (20, 30 e 40 min.) para os compostos A - (E) -
2-hexenal (mg/kg); B - (Z) -3-hexenal (mg/kg); C - (Z) -3-hexen-1-ol acetato (mg/kg).
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Quadro 11. Valores médios para a determinagdo da cor, modo CIELAB (L*, a* e b*) e HUNTER (L, a e b) para azeites com diferentes

percentagem de folhas e tempo de batedura (médiatdesvio padréo).

cventy  Folhas  Tempo CIELAB HUNTER
(%0) (min) L* a* b* L a b
1 5 30 76,5621,00 -16,18+0,57 35,86+2,01 71,28+1,16 -14,57+0,42 39,790,37
2 0 40 80,66+1,55 -10,57+1,05 34,3742,27 76,08+1,15 -14,57+0,43 39,76+0,32
3 10 20 80,35%2,98 -14,53£1,71 49,4912 46 75,72£1,17 -14,57+0,43 39,76x0,32
4 0 20 82,93+0,66 -7,52+1,40 19,92+2,03 78,76+2,05 -13,99+2,00 37,90+2,89
5 5 30 81,85+1,75 -12,04+1,35 36,16+2,95 77,48+2 57 -13,40+2,66 36,00+2,82
6 5 30 79,73£1,21 -14,57+1,41 38,08+2,46 74,97£2,94 -12,82+3,06 34,09+2,90
7 10 30 78,05+1,11 -17,65+0,46 64,87+2,15 73,01+2,88 -12,82+3,02 34,07+2,76
8 0 30 82,75+1,79 -6,51+1,433 16,53+2,92 78,55+2,84 -12,82+2,99 34,06+2,67
9 5 20 79,21+1,35 -14,15+1,19 46,24+2,12 74,37+2,83 -12,82+3,02 34,03+2,73
10 10 40 76,4435 41 -16,80+1,35 61,00+2,23 71,23+2,87 -12,82+3,06 34,03+2,86
11 5 40 80,26+1,80 -13,82+1,72 43,78+1,31 75,61+2,80 -12,3743,02 33,07+2,70
12 5 30 82,87+0,19 -9,25+1,75 33,90+2,98 78,69+2,57 -11,93+2,90 32,05+2,35
13 5 30 82,79+1,28 -10,01+1,69 38,67+1,24 78,59+2,22 -11,49+2,70 31,04+2,84
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O tempo de batedura originou alteracdes na composi¢do volatil do azeite, provocando
acumulacdo de alcoois e de aldeidos, especialmente de hexenal. Estudos de (Angerosa, 2002),
revelam que o tempo de batedura influéncia a qualidade do azeite extraido, temperaturas
baixas (< 25 °C) e tempos médios (35-45 min) sdo as melhores condic¢Ges para a formacédo de
compostos Vvolateis caracteristico da percepcdo verde nos azeites. Além disso, atuam no
decréscimo de concentragdes elevadas de alguns compostos que estdo relacionados com o
fendmeno de degradacdo da matéria-prima e inversamente relacionada com a qualidade

sensorial do azeite.

O composto (Z)-3-hexenal também formado pelo mecanismo da LOX, apresentando
influéncia nos parametros percentagem de folhas e tempo de batedura. Conforme a figura b,
houve um crescimento crescente em teor desse composto conforme o aumento de
percentagem de folhas e menor tempo de batedura. Esse composto € sensorialmente
conhecido pelo aroma de folhas verdes. Porém esses parametros ndo contribuiram de forma

eficaz na sensorial desses azeites.

O éster (Z)-3-hexen-1-ol acetato um dos compostos maioritarios neste estudo, conforme
a figura 6 c, nota-se a influéncia da adicdo de folhas, porém esse crescimento é claro em
eventos isentos de folhas comparados com eventos que apresentam 5% de folhas, apds essa
percentagem ndo é tdo relevante. O aumento do teor desse composto foi evidenciado em
menores tempo de batedura. Para a formacdo desse composto foi realizada pelo principio do
mecanismo da lipoxigenase (LOX), apartir da acdo da enzima acool acetiltransferases, o qual
converteu o (Z) -3-hexen-1-ol em (Z) -3-hexen-1-ol acetato. Esse composto é caracterizado

por apresentar odor de banana, fruta verde e folhas verdes (Pouliarekou et al., 2011).
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Quadro 12. Perfil volatil de azeites da Cv. Cobrancosa (mg/kg; valores a negrito estdo expressos em pg/kg) extraidos com diferentes
percentagens de folhas de oliveira e diferentes tempos de extracdo ( media + desvio padréo).

N  Composto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Valor de P
5% 0% 10% 0% 5% 5% 10% 0% 5% 10% 5% 5% 5%
30min  40min  20min  20min 30 min 30 min 30min  30min 20 min 40min  40min 30 min 30 min

1 (2)-3-hexenal 425b-d 2,76a-c 5,59d 2,62a-c 448b-d 359ad 455cd 245ab 424b-d 293ac 19a 3,70a-d 4,65c,d <0.001*
(0,35) (0,79) (2,15) (0,28) (1,74) (0,74) (1,18) (0,12) (1,56) 0,47) (0,90) 0,27) (0,18)

2 (E)-2-hexenal 9,36ab 7,68a 109ab 8,83ab 8,78ab 891lab 119ab 867ab 104ab 141b 125ab 11,7ab 11,1ab 0.020*
(1,95) (1,04) (4,12) (1,56) (1,20) (0,41) (4,31) (2,36) (3,00) (3,74) (3,15) (3,03) (3,51)

3 (2)-3-hexen-1-ol 0,12b 0,05a 0,12b 0,09ab 0,12b 0,11b 0,13 b 0,09ab 0,10ab 0,12b 0,14b 0,13b 0,10a,b <0.001*
(0,03) (0,01) (0,03) (0,02) (0,01) (0,02) (0,04) (0,02) (0,02) (0,04) (0,04) (0,02) (0,03)

4 Hexanol 0,66 a 0,70a 0,68 a 0,70 a 0,73a 0,69a 0,60 a 0,64 a 0,59 a 0,64 a 0,67 a 0,59 a 0,66 a 0.461*
(0,06) (0,07) (0,10) (0,03) (0,05) (0,01) (0,15) (0,10) (0,15) (0,11) (0,11) (0,20) (0,15)

5  2-Heptanone 0,32ab 035ab 033ab 03lab 032ab 0,38b 0,28ab 032ab 030ab 027a 0,29ab 029ab 0,28ab <0.001*
(0,01) (0,04) (0,04) (0,02) (0,04) (0,16) (0,03) (0,03) (0,05) (0,03) (0,03) (0,04) (0,01)

6 (E,E)-2,4-hexadienal 0,26ab 0,14a 0,34bc 1,21d 0,30b,c 0,25ab 0,35bc 0,13a 0,23ab 044c 0,26ab 0,20ab 0,26ab <0.001*
(0,03) (0,03) (0,08) (0,05) (0,06) (0,02) (0,13) (0,01) (0,10) (0,06) (0,13) (0,08) (0,09)

7 3-Etil-1,5-octadieno 1,39de 105a 141e 1,07ab 121c 1,17a-c 1,24cd 108ac 1,26c-e 1,18bc 1,07a-c 1,12a-c 1,09a-c <0.001*
(0,08) (0,08) (0,07) (0,00) (0,03) (0,04) (0,05) (0,10) (0,14) (0,04) (0,09) (0,05) (0,04)

8  3-Etil-1,5-octadieno 144 c 1,13ab 143c 1,16ab 1,23ab 120ab 126ab 1,15a 1,27b 121ab 1,14a 1,16ab 1,15ab <0.001*
(0,19) (0,08) (0,08) (0,04) (0,04) (0,06) (0,04) (0,07) (0,14) (0,03) (0,10) (0,09) (0,06)

9 Benzaldeido 124 a 1,30 a 143ab 148ac 166a-d 154ac 148ac 153ac 166ad 186b-d 2,07d 190cd 2,02d <0.001*

(0,12) (0,37) (0,33) (0,08) (0,29) (0,18) 0,17) (0,10) (0,32) (0,31) (0,05) (0,20) (0,12)
10 (2)-3-hexen-1-ol acetato 197ac 244ac 348bc 2,12ac 3,19bc 3,73c 3,59bc 1,79ab 3,29bc 1,23a 1,82ab 207ac 295ac <0.001*
(0,70) (0,49) (0,42) (0,71) (1,52) (1,54) (1,24) (0,58) (1,22) (0,23) (0,89) (0,99) (0,49)

11 Acetato de hexilo 0,12ab 0,5a-d 0,16a-d 0,14ac 0,21b-d 0,27d 0,26 cd 0,13ab 0,18a-d 0,09ab 0,14a-c 0,07a 0,21c-d <0.001*
(0,06) (0,04) (0,08) (0,05) (0,10) (0,11) (0,06) (0,03) (0,08) (0,01) (0,07) (0,02) (0,03)

12 Limoneno 0,06 ab 0,06ab 0,04a 0,09b 0,09b 0,07ab 0,05ab 0,07ab 0,07ab 0,08b 0,07ab 0,07ab 0,07ab <0.001*
(0,03) (0,02) (0,00) (0,03) (0,02) (0,02) (0,00) (0,02) (0,03) (0,02) (0,03) (0,02) (0,02)

13 Alcool benzilico 0,31a 0,28 a 0,33ab 037ac 043ad 038ac 047ad 039ac 045ad 0,60d 0,55¢c,d 0,52b-d 055cd >0.001**
(0,06) (0,10) (0,12) (0,03) (0,10) (0,06) (0,09) (0,12) (0,06) (0,19) (0,07) (0,12) (0,08)

14  B-ocimeno 0,17ab 0,14a 0,20a-c 0,22a-d 0,29b-d 0,23a-d 0,28b-d 0,22a-d 0,26b-d 0,31cd 0,34d 0,23a-d 0,34d <0.001*
(0,08) (0,06) (0,02) (0,03) (0,06) (0,04) (0,08) (0,07) (0,10) (0,06) (0,03) (0,07) (0,04)

15 Octanol 0,02a,b 0.01a 0,02a-d 0,02a-d 0,02b-e 0,02a-d 0,02b-e 0,02a-c 0,02a-d 0,03e 0,03de 0,02b-d 0,03c-e <0.001*
(0,00) (0.00) (0,01) (0,00) (0,01) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,01) (0,00) (0,00) (0,00)

16 Nonanal 0,08ab 0,07a 0,10a-c 0,09a-c 0,13b-d 0,11a-d 0,14cd 0,06a 0,08ab 0,22¢e 0,16de 0,10a-c 0,09a-c <0.001*
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(0,00) (0,02) (0,03) (0,01) (0,04) (0,01) (0,02) (0,01) (0,02) (0,07) (0,02) (0,03) (0,01)

17  Feniletil alcool 0,17 a 0,14a 0,20a,b 0,14a 0,28b-d 0,24a-d 0,35de 0,15a 0,24a-d 043¢ 0,33c-e 0,24 0,32 <0.001*
(0,03) (0,04) (0,02) (0,02) (0,08) (0,02) (0,07) (0,03) (0,06) (0,09) (0,06) (0,05) (0,07)

18 Dodecano 0,04ab 0,02a 0,03ab 0,05ab 004ab 005ab 004ab 005ab 007b 0,19c¢ 0,06 b 0,04ab 0,07b <0.001*
(0,000  (0,01)  (0,01)  (0,01) (0,02 (0,02) (0,01)  (0,02)  (0,02) (0,06)  (0,01) (0,000  (0,02)

19 Decanal 2,68a-c n.d. 2,62a-c n.d. 3.02a-c 225a-c 394bc 269a-c 242ab 362a-c 425c 3.72a-c 26lab <0.001*
(0,47) (0,50) (1,35) (0,41) (1,20)  (1,06)  (0,75) (0,88)  (1,06)  (0,88)  (0,71)

20 a-Copaeno 8,47 b 3,84a 9,62b 0,01b 0.01c 0,02 ¢ 0,01c 2,04 a 2,61la 3,92a 0,02d 0,0lc 0,02d <0.001*
(2,81) (1,90) (1,06) (0,00) (0.00) (0,00) (0,00) (0,21) (0,63) (1,37) (0,00) (0,00) (0,00)

21 Cariofileno 4,68 a 523ab 644ab 550ab 809b-d 830b-d 00lce 586ab 837b-d 002f 0,01ef 768a-c 0,01de <0.001*
(0,81) (1,65) (1,46) (0,42) (1,85) (0,68) (0,00) (0,99) (1,91) (0,00) (0,00) (1,20) (0,00)

22 o-Farneseno 0,08ab 0,05a 0,10ab 0,14ab 0,16ab 015ab 0,20b 0,15ab 0,19b 0,34 c 0,48d 0,33¢c 0,44c,d <0.001*
(0,01) (0,00) (0,04) (0,02) (0,03) (0,02) (0,01) (0,04) (0,04) (0,13) (0,08) (0,12) (0,09)

Dentro da mesma linha, valores médios com letras diferentes difere, significativamente (P < 0,05);

*P < 0.05 pelo teste de Levene. Os valores de P sdo da one-way ANOVA de Welch. As médias foram comparadas pelo teste Dunnett T3’s, uma
vez que a igualdade de variancias nao foi assumida; ** P > 0.05 pelo teste de Levene. Os valores de P sdo da one-way ANOVA. As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, uma vez que a igualdade de variancias foi assumida.
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5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

A adicéo de folhas de oliveira durante o processo de extracdo do azeite juntamente com
0 tempo de batedura das pastas, proporcionam alteragdes na composicdo dos azeites em

azeites da Cv. Cobrancosa.

A utilizacdo da Metodologia de Superficie de Resposta, que é responsavel por indicar
um ponto 6timo em relagdo as variaveis escolhidas, neste caso ndao indicou nenhum tempo de

batedura e percentagem de folhas adequado.

O efeito mais notdrio da adicdo de folhas foi verificado positivamente aos parametros
de qualidade e no perfil sensorial, com aumento das sensagdes a frutado e verde, sendo que
todos os azeites poderiam ser classificados na categoria de azeite virgem extra.

Pode também afirmar-se que as condi¢cdes avaliadas interferiram ao nivel da
composicdao em acidos gordos, sobretudo dos maioritarios. Além disso, foi favoravel em
relacdo aos compostos volateis, melhorando significativamente os teores de alguns
compostos.

A adicdo de diferentes percentagens de folhas e tempo de batedura, influenciaram
negativamente a atividade antioxidante do azeite, 0 que estara relacionado com a incorporagao

de clorofilas, que atuam como agentes pré-oxidantes na presenca da luz

Conclui-se, que ha a necessidade de equilibrio entre os parametros para que possam

influenciar positivamente a qualidade, composicéao e sensorial dos azeites.
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