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RESUMO

AVALIACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE AZEITE DE OLIVA EXTRA
VIRGEM APOS ADICAO DE TRANS-RESVERATROL

Daniela Gouveia Vieira

Orientadora: Lucia Maria Jaeger de Carvalho
Co-orientadora: Rosemar Antoniassi

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacdo em Nutricao,
Instituto Nutricdo Josué de Castro, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como

parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Nutricao.

O azeite de oliva extra virgem é considerado o de melhor qualidade, pois € obtido da primeira
prensagem, a frio, de azeitonas. E rico em acidos graxos monoinsaturados, antioxidantes fenélicos e
fitosterdis. O trans-resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina encontrada nas
cascas de uvas, mas também pode ser sintetizado pela reacdo de acoplamento de Suzuki. O objetivo
deste estudo foi adicionar trans-resveratrol ao azeite de oliva extra virgem, a fim de verificar a
manutencdo ou modificagdes na sua estabilidade oxidativa, monitorando e comparando a estabilidade
oxidativa deste azeite (sem e com adicdo de trans-resveratrol) ao longo do método de Schaal. A
atividade antioxidante do trans-resveratrol foi analisada por meio do método DPPH e sua
guantificacdo por CLAE. Diversos azeites de oliva extra virgem foram adquiridos: dois portugueses
(P1 e P2), trés espanhois (E1, E2 e E3), um grego (G) e um italiano (I) os quais foram analisadas
quanto ao indice de perdxido (IP) e ao valor de extingdo no UV, para que somente marcas e lotes em
conformidade com os padrdes de identidade e qualidade (PIQ) do IOOC (2003) pudessem ser
selecionadas. P1, P2 e E1 apresentaram-se dentro dos PIQ do I0OOC (2003) e pela legislacéo brasileira,
no que diz respeito a IP, acidez livre, Ky, composicdo em &cidos graxos e em esterdis. Os azeites
foram submetidos ao método de Schaal para selecionar o de maior estabilidade oxidativa. O azeite E1
apresentou as melhores caracteristicas e foi escolhido para a adi¢do de trans-resveratrol. Foram feitas
as analises de IP, acidez livre, K70 € Rancimat, em TO e transferiu-se o restante do azeite para frascos
de vidro transparentes idénticos por 37 dias. Ao longo deste periodo, 3 frascos foram retirados da
estufa e analisados quanto a: IP, acidez livre, K,;0 € CLAE. A analise estatistica foi realizada com
Testes F e T (p<0,05). Nas condicdes adotadas neste estudo para armazenamento e monitoramento da
estabilidade oxidativa do azeite, a adi¢do de 100 ppm de trans—resveratrol ndo alterou a composicdo
em acidos graxos e nem a estabilidade oxidativa. De acordo com os resultados da CLAE, todo o trans-
resveratrol adicionado teria sido oxidado por volta do 20° dia. Quando comparados os percentuais de
sequestro de radicais livres do trans-resveratrol, da quercetina e do BHT, nas concentragfes comuns
aos trés, em todos os tempos de reacdo, a quercetina apresentou maior atividade antioxidante que o
trans-resveratrol e o BHT, respectivamente.

Palavras-chave: estabilidade oxidativa; azeite de oliva extra virgem; trans-resveratrol

Rio de Janeiro

Agosto/ 2008



ABSTRACT

ASSESSMENT OF OXIDATIVE STABILITY OF EXTRA VIRGIN OLIVE OIL AFTER
ADDITION OF TRANS-RESVERATROL

Daniela Gouveia Vieira
Supervisor: Lucia Maria Jaeger de Carvalho

Co-supervisor: Rosemar Antoniassi

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Nutricao,
Instituto Nutricdo Josué de Castro, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como

parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Nutricao.

The extra virgin olive oil is considered the best in quality because it is obtained from the first
pressing of olives, in the cold. It is rich in monounsaturated fatty acids, phenolic and antioxidant
phytosterols. The trans-resveratrol (trans-3, 5, 4'-trihidroxiestilben) is a fitoalexin found in the skin of
grapes, but can also be synthesized by the coupling reaction of Suzuki. The aim of this study was to
add trans-resveratrol to extra virgin olive oil to verify the maintenance or changes on the oxidative
stability. The oxidative stability of that oil (with and without addition of trans-resveratrol) was
evaluated using the Schaal method. The antioxidant activity of trans-resveratrol was measured by the
DPPH method and its quantification was by HPLC. Several extra virgin olive oils (different origins
and brands) were purchased: two Portuguese (P1 and P2), three Spanish (E1, E2 and E3), one Greek
(G) and one Italian (1) have been examined as to peroxide values (PV) and UV spectrophotometry, so
that only brands and lots in accordance with the standards of identity and quality (PIQ) of the I00C
(2003) would be selected. P1, P2 and E1 were within the PIQ of the IOOC (2003) and the Brazilian
law, with respect to PI, free acidity, K7, fatty acids and sterols profile. The olive oils were submitted
to the Schaal method to choose the highest oxidative stability. The olive oil E1 presented the best
characteristics and was chosen for the addition of trans-resveratrol. The analyses of PI, free acidity,
K7 and Rancimat were made on TO and the remainder of the olive oil was transferred to identical
transparent glass vials for 37 days. Throughout this period, 3 bottles were removed from the oven and
analyzed for: PI, free acidity, K, and HPLC. Statistical analysis was performed with tests F and T
(p<0,05). Under the adopted conditions for this study for storage and monitoring of oxidative stability
of the olive oil, the fatty acids profile and oxidative stability of the extra virgin olive oil was not
changed by the addition of 100 ppm of trans-resveratrol. According to the results of HPLC, the trans-
resveratrol was completely oxidized around the 20 th day. Comparation of the percentage of radical
scavenging activity of trans-resveratrol, quercetin and BHT, in corresponding concentrations, in all
reaction times, showed that quercetin had higher antioxidant activity that trans-resveratrol and BHT,
respectively.

Key-words: oxidative stability; extra virgin olive oil; trans-resveratrol

Rio de Janeiro

August/ 2008
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1. INTRODUCAO:

1.1. Azeite de oliva:

Oleos e gorduras sdo substancias de origem animal ou vegetal, insollveis em agua,
formadas, predominantemente, de trigliceridios que diferem em sua aparéncia fisica a
temperatura ambiente: 6leos sdo liquidos e gorduras, solidas (MORETTO; ALVES, 1986).

Dentre os 0leos vegetais comestiveis comercializados mundialmente, o azeite de oliva
é um dos mais importantes e antigos do mundo, sendo largamente utilizado nos paises da
regido mediterranea (MORETTO; ALVES, 1986; PEIXOTO; SANTANA; ABRANTES,
1998; RUNCIO et al., 2008).

Para obtencdo do azeite, a matéria-prima colhida (azeitonas) deve ser processada em
curto espago de tempo, visando limitar a hidrolise enziméatica. Na industria, sdo lavadas e
trituradas até formar uma pasta que sofrerd prensagem (método tradicional) ou centrifugacao
(método moderno) para extracdo do azeite (Figura 1). Utiliza-se em torno de seis quilos de
azeitonas para que um litro de azeite seja obtido (PEREIRA; BARCELOQS, 2003; OLIVA,
20084a).

Segundo o International Olive Oil Council (I100C, 2007), azeite de oliva virgem ¢
aquele obtido do fruto da oliveira (Olea europaea, L.) por processos mecanicos ou fisicos, sob

condicdes que ndo geram alteragdes no oleo.
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Azeitonas

Colheita

Recepcao, lavagem e armazenamento da matéria-prima

Obtencéo da pasta — por moagem ou batimento

Separacéo da fase solida — por presséo ou centrifugagéo

Separacdo da fase liquida — por decantagdo e/ou centrifugacdo

Armazenamento do azeite — envase / controle de qualidade

Comercializagédo

Figura 1: Fluxograma de obtencdo do azeite de oliva extra virgem (adaptado de PEREIRA;
BARCELOQOS, 2003).

O azeite de oliva considerado de melhor qualidade é o extra virgem, obtido da
primeira prensagem, a frio, de azeitonas (ANGELIS, 2001; AUED-PIMENTEL et al., 2002).

Internacionalmente, existem varios orgdos que regulamentam a classificacdo e os
padroes de identidade e qualidade (PIQ) do azeite de oliva, como: Comissdo do Codex
Alimentarius da Food and Agriculture Organization for United Nations (FAQ), Comissao da
Unido Européia e International Olive Oil Council (IOOC) e, os que padronizam a
metodologia utilizada para as analises como o American Oil Chemists’ Society (AOCS, 2004).

No Brasil, o azeite de oliva é regulamentado de acordo com a RDC n°. 270, de 22 de

setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que determina que “a
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identidade de 6leos vegetais, incluindo azeites de oliva, e gorduras vegetais deve atender aos
requisitos de composicao estabelecidos em normas do Codex Alimentarius” (ANVISA, 2005).

Segundo a Associagdo Brasileira de Produtores, Importadores e Comerciantes de
Azeite de Oliva (OLIVA), o consumo mundial vem apresentando, desde 1995, taxa de
crescimento médio anual de 6%, com consumo meédio de 2,768 milhdes de toneladas (t)
(periodos: 2000/2001 a 2002/2003). Os paises da Unido Européia representam 71,5% do
consumo mundial e a Itadlia é o maior mercado consumidor (740 mil t/ano), seguido por
Espanha (610 mil t/ano) e Grécia (270 mil t/ano) (OLIVA, 2008b).

N&o ha producdo comercial de azeite de oliva no Brasil e 0 mercado de azeites do pais
apresenta vendas de, aproximadamente, 32.000 t (similares ao Japao e superiores a Australia e
Canada). Entretanto, ainda ha um grande potencial de crescimento para o consumo de azeite
de oliva em nosso pais, visto o consumo brasileiro, per capita, ser ainda muito baixo (170
g/ano), quando comparado, por exemplo, aos gregos (25 Kg/ano). Em relacdo ao tipo de
azeite de oliva consumido, o extra virgem representa 37% do consumo no Brasil, 78% na
Italia e 85% na Grécia (PEREIRA; BARCELOQS, 2003; OLIVA, 2008a).

Alguns autores consideram o azeite de oliva um alimento funcional, pois possuem
nutrientes que podem maodificar processos celulares, gerando efeitos fisioldgicos protetores
(ANGELIS, 2001; MORAES; COLLA, 2006).

De acordo com a Resolucdo n°. 18, de 30 de abril de 1999 da ANVISA, “um alimento
ou ingrediente, para alegar propriedades funcionais ou de salude, além de possuir funcdes
nutricionais basicas quando se tratar de nutriente pode produzir efeitos metabdlicos e/ou
fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica” (ANVISA, 1999).

Por outro lado, Moraes e Colla (2006) os consideram como “todo aquele que,

consumido na alimentacao cotidiana, pode trazer beneficios fisioldgicos especificos, devido a
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presenca de ingredientes que demonstram capacidade de regular fungdes corporais de forma a
auxiliar na protecdo contra doencas crénicas ndo transmissiveis”.

O azeite de oliva é rico em acidos graxos monoinsaturados (principalmente, acido
oléico) que possuem a propriedade de reduzir as concentraces sangliineas das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e aumentar as de alta densidade (HDL) (PACE - ASCIAK et al.,
1996; BONILLA et al., 1999; ANGELIS, 2001; NISSIOTIS; TASIOULA-MARGARI, 2002;
DIMITRIOS, 2006; TORRES DE PINEDO; PENALVER; MORALES, 2007).

A determinacdo da composicao em ésteres de &cidos graxos ou composi¢do em &cidos
graxos € importante na deteccdo de fraudes em 6leos vegetais e animais, seja esta feita por
adicdo de oleo de sementes ou de améndoas ou por adicdo de Oleo de oliva refinado ou
extraido por solventes (OLIVA, 2008a). Para esta andlise a amostra sofre metilacdo
(conversdo em ésteres metilicos) a fim de se obter derivados com ponto de ebulicdo mais
baixo gque sdo determinados por cromatografia gasosa. Um dos métodos mais utilizados para
obtencdo de ésteres metilicos é 0 metodo desenvolvido por Hartman e Lago (1973), que
consiste na metilacdo catalisada por &cido cloridrico, sendo aplicavel a qualquer tipo de dleo,
independente de sua acidez.

Tambem é elevada a quantidade de polifendis no azeite de oliva. O azeite de oliva
virgem contém entre 50 e 1000 mg/Kg de compostos fenolicos simples e compostos. Ha
relatos na literatura cientifica de que sdo efetivos na prevencdo de doencas cardiovasculares
(DCV), possuem atividade antioxidante, inibem a atividade plaquetaria, tém papel importante
no metabolismo de sintese dos eicosanoides, previnem ou inibem a oxidag&o lipidica da LDL
e possuem atividade quimiopreventiva. Além destas atividades bioldgicas, influenciam a
qualidade sensorial e estdo relacionados a estabilidade oxidativa do azeite de oliva
(BONILLA et al., 1999; ANGELIS, 2001; NISSIOTIS; TASIOULA-MARGARI, 2002;

DIMITRIOS, 2006; TORRES DE PINEDO; PENALVER; MORALES, 2007).
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Uma série de antioxidantes fenolicos tem sido identificada (em concentra¢des entre 50
e 1000 ppm) na fracdo polar do azeite de oliva virgem como, por exemplo: os derivados do 3-
4 dihidroxifenil etanol (hidroxitirosol) e do p-hidroxifenil etanol (tirosol) (NISSIOTIS;
TASIOULA-MARGARI, 2002).

Os fitosterdis (esterdis de vegetais) compdem a maior parte da matéria insaponificavel
(M) dos lipidios e s&o reconhecidos como substancias biologicamente ativas na prevencédo de
cancer, por possuirem propriedades antioxidantes e antiinflamatorias. A estrutura quimica
destes esterois € semelhante a do colesterol. No azeite de oliva, o conteddo e a composi¢do de
esterois podem variar de acordo com as condic¢des climaticas, qualidade do fruto ou semente,
condicOes de estocagem pré-extracdo, dos métodos de obtencéo, refinamento do azeite e das
condi¢cbes de armazenamento. No azeite de oliva virgem ndo refinado os fitosterois
predominantes s&o o p-sitosterol (> 90%) e o estigmasterol (< 4%) (CANABATE-DIAZ et

al., 2007; ACIN et al., 2007; CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

1.2. Oxidacao lipidica:

A oxidagdo lipidica é um fendmeno espontdneo e inevitavel, que influencia
negativamente o valor comercial de 0Oleos, gorduras e produtos a partir deles formulados,
diminuindo a vida de prateleira e o valor nutritivo dos alimentos (devido a degradacdo de
vitaminas lipossolUveis, &cidos graxos essenciais e polifendis), levando a alteragdes sensoriais
e podendo gerar compostos potencialmente tdxicos (epdxidos e hidroperoxidos). Sua
velocidade depende da composi¢cdo do 6leo ou gordura, da presenca de pro-oxidantes (ions
metéalicos) e de fatores ligados as condi¢es de armazenamento (temperatura, exposic¢éo a luz
e presenca de oxigénio) (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998;
BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999; REGITANO-D’ARCE; ALMEIDA-DORIA, 2000;

CAPONIO et al., 2005).
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A oxidacdo lipidica ou rancificagdo oxidativa se da em trés etapas ou fases que séo
reconhecidas pelos produtos formados e pelas caracteristicas sensoriais destes produtos em
cada fase (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

Na primeira fase, denominada fase inicial ou de inducgdo, formam-se 0s primeiros
radicais livres e ndo ha odor ou gosto de ranco; a segunda fase, ou de propagacdo, apresenta
intensificacdo de odor e sabor desagradaveis e aumento da quantidade de peroxidos e de seus
produtos de decomposicdo; a terceira fase ou terminagdo caracteriza-se por odor e sabor
desagradaveis fortes, alteracdo na cor, na viscosidade e na composi¢do do 6leo ou gordura

(BOBBIO; BOBBIO, 2001).

1.3. Anélises de monitoramento da oxidacéo de 6leos e gorduras:

Existem varios métodos internacionais de analise para monitoramento do processo de
oxidacdo de dleos e gorduras. Para a andlise de azeite de oliva extra virgem s&o utilizados, de
acordo com a AOCS (2004), o indice de peroxidos (IP), acidez livre e o valor de extingdo
especifica no ultravioleta (UV), andlise espectrofotométrica no UV ou valor de extingdo no
U)VA

A Resolucdo RDC n°. 270, de 22 de setembro de 2005 (ANVISA, 2005) preconiza
para 0 monitoramento e fiscalizacdo do azeite de oliva *“os requisitos de composicdo
estabelecidos pelo Codex Alimentarius”: composi¢do em acidos graxos, IP, absorbancia em
K270, entre outros (CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

O indice de peroxidos (método oficial Cd 8-53, AOCS) é definido como o numero de
miliequivalentes (mEQ) de oxigénio ativo (O;) ou perdxidos por quilograma de 6leo ou
gordura. Determina todas as substancias (peroxidos ou produtos similares) que oxidam o
iodeto de potassio a iodo (MORETTO; ALVES, 1986; AOCS, 2004).

A determinacdo da acidez livre (método oficial Ca 5a-40, AOCS) fornece a
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percentagem de acidos graxos livres, expressa como acido oléico, em 6leos comuns, brutos e
refinados (MORETTO; ALVES, 1986; AOCS, 2004).

A anélise espectrofotométrica no UV ou valor de extingdo no UV (método oficial Ch
5-91, AOCS) dos oleos e gorduras pode fornecer informagdes quanto a sua qualidade. O grau
de oxidacdo do azeite de oliva pode ser avaliado por este método, com leituras especificas nos
comprimentos de onda de 232 e 270 nm. Para o azeite de oliva, a leitura em 270 nm ¢
importante, pois revela a presenca de cetonas insaturadas, provenientes de processo oxidativo.
A classificacdo do azeite de oliva em categorias (extra virgem, virgem, dentre outras) foi
estabelecida de acordo com os valores de extingdo no UV especificos e valores acima das
faixas estabelecidas podem indicar a presenga de 6leos refinados (AOCS, 2004; OLIVA,

2008a; TAKEMOTO et al., 2008).

1.4. Estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras:

A estabilidade oxidativa € o tempo necessario para que o 6leo ou gordura comece a
apresentar sinais de rancidez. E um importante parametro para avaliagdo da qualidade de
6leos e gorduras, pois permite estimar sua susceptibilidade a deterioracdo oxidativa. Tal
parametro depende ndo s6 da composi¢do quimica, mas também da qualidade da matéria-
prima, das condi¢des a que foi submetido o produto durante o processamento e condicdes de
estocagem (ROSALES, 1989; GARCIA-MESA; LUQUE DE CASTRO; VALCARCEL,

1993; APARICIO et al., 1999).

1.5. Métodos de determinacéo da estabilidade oxidativa:
Para avaliar a estabilidade oxidativa ou a suscetibilidade de o6leos ou gorduras a
oxidacgdo, ha necessidade de serem submetidos a testes de oxidacdo acelerada, sob condicdes

padronizadas e, com ponto final escolhido, no qual se observem sinais de deterioracdo
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oxidativa (BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999).

Os testes acelerados permitem estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de
6leos ou gorduras ou a eficiéncia de um antioxidante, isolado ou em associagdo. Para acelerar
a oxidagdo pode-se elevar a temperatura (meio mais utilizado e eficiente), adicionar metais,
aumentar a pressao de oxigénio e estocar sob luz e agitacdo (BORGES; SILVA; FERREIRA,
1999; ANTONIASSI, 2001).

Dentre os métodos ndo automatizados de determinacdo da estabilidade oxidativa
encontram-se 0 Active Oxygen Method (AOM) e o método de Schaal ou método de estufa.
Entre os métodos automatizados pode-se citar o Rancimat (Metrohm Co, Switzerland), que se
baseia no aumento da condutividade elétrica (GORDON; MURSI, 1994; REGITANO-
D’ARCE; ALMEIDA-DORIA, 2000).

O método de Schaal ou de estufa (método oficial Cg 5-97, AOCS) consiste em manter
as amostras envasadas em frascos de mesmo headspace, em estufa a 60 °C. Neste método, as
amostras sdo analisadas, periodicamente, quanto a IP, acidez livre e ao valor de extin¢do no
UV (AOCS, 2004). Os resultados fornecidos por este teste apresentam boa correlagdo com a
avaliacdo efetuada nas condi¢cbes normais de armazenamento (BORGES; SILVA;
FERREIRA, 1999).

O equipamento Rancimat € basicamente composto de uma unidade computadorizada e
de um bloco de aquecimento (Figura 2). Nele pode-se determinar o indice de estabilidade
oxidativa ou periodo de indugdo (ponto a partir do qual ocorre rapido aumento na taxa de
oxidacdo). Para que isto ocorra, o fluxo de ar passa pelo 6leo no vaso de reacdo, sob
aquecimento (entre 100° e 140 °C), oxidando a amostra e gerando &cidos carboxilicos
volateis, 0s quais sdo recebidos em agua destilada (contida nos vasos de recepcao)
aumentando sua condutividade elétrica. A alteracdo na condutividade é captada por eletrodos

de platina que levam esta informacéo a unidade computadorizada do equipamento, gerando
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uma curva de condutividade elétrica (us) versus tempo e apresentando o resultado calculado
do periodo de inducgdo (Figura 3). O equipamento desliga-se automaticamente ao final da

reacdo de oxidacdo (ROSALES, 1989; BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999; RAMALHO;

JORGE, 20063).

Figura 2: Equipamento Rancimat 679 Metronm Co (Switzerland). 1- Unidade

computadorizada; 2- Bloco de aquecimento.

Figura 3: Esquema de funcionamento do equipamento Rancimat, onde: 1- rotdmetro; 2- vaso
de reacdo; 3- bloco de aquecimento; 4- vaso de recepcdo dos volateis; 5- eletrodo de platina;
6- amplificador do sinal de condutividade elétrica.

Fonte: HALBAUT et al. (1997).
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1.6. Antioxidantes:

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a propagagéo das reagdes
em cadeia geradas pelos radicais livres, assim como a oxidacao de lipidios e outras moléculas
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes na dieta diaria,
principalmente de frutas e hortalicas, pode produzir uma acdo protetora efetiva em processos
oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo. Desta forma, considera-se importante o
aumento da ingestdo de antioxidantes na dieta humana através dos compostos antioxidantes
encontrados nos alimentos in natura ou mesmo por meio do enriquecimento de alimentos
com estas substancias (BIANCHI; ANTUNES, 1999; DEGASPARI; WASZCZYNSKY?],
2004).

Muitos antioxidantes tém sido isolados de diversas matérias-primas vegetais: ervas,
folhas, frutas, raizes, condimentos e Oéleos extraidos de sementes, cujas propriedades
antioxidantes sdo atribuidas, principalmente, aos seus componentes fendlicos (SOONG;
BARLOW, 2004).

A atividade antioxidante de um composto varia de acordo com seu tipo e sua
concentragdo. A determinacdo da eficacia da adicdo de um antioxidante em um alimento
corresponde, frequentemente, a medida do aumento do seu periodo de indugdo (BORGES;
SILVA; FERREIRA, 1999; ANTONIASSI, 2001).

Os agentes antioxidantes ja sdo rotineiramente empregados nas industrias de
alimentos, porém na maioria das vezes, a escolha para a adi¢do baseia-se apenas no aumento
da vida de prateleira dos alimentos processados, ndo se preocupando com a fungéo protetora
que estas substancias possuem (SOONG; BARLOW, 2004).

Alguns antioxidantes fenolicos sintéticos como o t-butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-

hidroxi-anisol (BHA) e t-butil-hidroquinona (TBHQ) s&o utilizados em o0leos por serem
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efetivos e de custo menos elevado, quando comparados a alguns antioxidantes naturais. No
entanto, podem causar danos a saude e tém seu uso restrito em alguns paises. Alguns estudos
demonstraram possiveis danos por eles causados, em animais: o0 BHA pode induzir aumento
da atividade hepética, deficiéncia no crescimento e formac&o de carcinoma; o BHT mostrou-
se toxico ao figado, rins e pulmdes; ao TBHQ foi atribuida a redugéo do nivel de hemoglobina
sérica (REGITANO-D’ARCE; ALMEIDA-DORIA, 2000; ARUMUGHAN et al., 2004;
RAMALHO; JORGE, 2006 a; RAMALHO; JORGE; 2006 b; PAN et al., 2007; TORRES DE
PINEDO; PENALVER; MORALES, 2007).

Portanto, torna-se necessario identificar novas substancias com capacidade
antioxidante satisfatria e menor toxicidade que possam ser adicionadas aos alimentos,
prolongando sua vida de prateleira e, possivelmente, prevenindo algumas doengas (BORGES;
SILVA; FERREIRA, 1999; SOONG; BARLOW, 2004; TORRES DE PINEDO;

PENALVER; MORALES, 2007).

1.7. Determinacdo da atividade antioxidante:

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro,
em frutas e vegetais in natura e seus derivados, entre elas: 2,2-azinobis (3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic-acid) (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ferric
reducing antioxidant power (FRAP) e oxygen radical absorption capacity (ORAC)
(THAIPONG et al., 2006).

O metodo do DPPH é um dos mais utilizados e consiste em avaliar a capacidade dos
antioxidantes em sequestrar o radical livre DPPHe, que é reduzido formando difenil-picril-
hidrazina. Tal capacidade pode ser monitorada pelo decaimento da absorbancia em funcéo do
tempo. Quanto mais rapido é o decaimento da absorbancia, maior a habilidade de doar ions

hidrogénio. Os resultados podem ser expressos como percentagem de sequestro de radicais
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livres (%SRL) (JOUBERT; VON GADOW; HANSMANN, 1997; DUARTE-ALMEIDA et

al., 2006, SOUSA et al., 2007).

1.8. Trans-resveratrol:

O 3, 5, 4’ - trihidroxiestilbeno é uma substancia fendlica presente em mais de 70
espécies vegetais, sob duas formas isbmeras: trans-resveratrol (trans-3, 5, 4’-
trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno), porém somente o
isdbmero trans (Figura 4) é ativo (VINAS et al., 2000; FILIP et al., 2003; PENNA;

HECKTHEUER, 2004; SAUTTER et al., 2005).

awed

OH

Figura 4: Estrutura quimica do trans-3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno (trans-resveratrol).
Fonte: PENNA; HECKTHEUER, 2004.

O trans-resveratrol é encontrado no eucalipto, no amendoim e na amora, mas sao as
uvas tintas (Vitis vinifera e Vitis labrusca), principalmente as cascas, sua principal fonte. Faz
parte de um conjunto de compostos denominados fitoalexinas que possuem atividade
antimicrobiana e sdo produzidos pelos vegetais em resposta a estimulos exdgenos como:
radiacdo UV e, particularmente, infec¢Bes fungicas por Botrytis cinerea e Plasmopora vitcula
(RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2002; FILIP et al., 2003; MACIAS et al., 2003; PENNA;

HECKTHEUER, 2004; SAUTTER et al., 2005; SENER et al., 2006).
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Também pode ser sintetizado a partir da reagdo de acoplamento de Suzuki (Figura 5),
que promove o0 acoplamento entre arilas halogenadas e arilas organoboradas, por meio de
catalisador contendo palddio e que gera um grande numero de estruturas, com variagdo na
natureza das arilas (OLIVEIRA et al., 2006). Este método é bastante difundido, por causa de
sua toleréncia a presenca de varios tipos de grupos funcionais presentes nos substratos. Além
disso, esta metodologia é mais eficiente devido a sintese relativamente simples dos acidos
arilbordnicos e seus derivados e a razoavel estabilidade dos reagentes empregados em meio

aquoso e sob atmosfera oxidante (SANTOS et al., 2007).

HO
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R, B{OH };

Figura 5: Esquema geral para a sintese de trans-estilbenos substituidos.
Fonte: NOBRE; PEIXOTO; MONTEIRO, 2006.

Segundo Soleas, Diamandis e Goldberg (1997), Chen, Wu e Chiou (2002), Rodriguez-
Delgado et al. (2002) e Penna e Hecktheuer (2004), o contetdo de trans-resveratrol nos frutos
varia de acordo com a cultivar, a origem geogréafica, a umidade do solo e o estadio de
maturacdo do vegetal.

A literatura atribui diversas atividades ao trans-resveratrol, dentre elas estéo: atividade
antioxidante, prevenindo ou retardando o processo de oxidagdo de lipidios e de lipoproteinas

(principalmente, LDL); atividade antiinflamatéria, como modulador na sintese de
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eicosandides e bloqueio da producdo de prostaglandinas; atividade quimiopreventiva inibindo
a iniciacdo e progressdo de tumores como os de mama e de pele (em ratos); prevencdo de
DCV devido ao aumento plasmatico de HDL (modulagdo do metabolismo lipidico e de
lipoproteinas) e inibi¢do da agregacdo plaquetaria; acdo neuroprotetora através da redugdo do
estresse oxidativo de células neuronais; papel hepatoprotetor em relagdo a toxicidade do
acetaminofeno (analgésico) e atuagdo como fitoestrogeno e vasodilatador (PACE-ASCIAK et
al., 1996; SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG; 1997; FREMONT, 2000; VINAS et al.,
2000; CHEN; WU; CHIOU, 2002; RODRIGUEZ - DELGADO et al., 2002; FILIP et al.,
2003; GAO et al., 2003; MACIAS et al., 2003; PENNA; HECKTHEUER, 2004; SENER et
al., 2006; TORRES DE PINEDO; PENALVER; MORALES, 2007).

O trans-resveratrol inibe a peroxidacdo lipidica, no entanto, este mecanismo de
inibicdo ndo estd totalmente elucidado, mas sabe-se que ele a inibe, principalmente pelo
carreamento de radicais lipidicos peroxil de modo semelhante ao a-tocoferol, mas com menor
eficiéncia (MACIAS et al., 2003).

A literatura relata que o trans-resveratrol € o principal fator de protecdo a saude,
encontrado no vinho (CHEN; WU; CHIOU, 2002; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR,
2003; PENNA; HECKTHEUER, 2004).

Segundo Souto et al. (2001), em vinhos tintos tém sido encontradas concentracGes de
trans-resveratrol diferentes, de acordo com o pais de origem: Portugal (1,00 mg/L),
Chile/Argentina (1,21 mg/L), Grecia (0,87 mg/L) e Estados Unidos (0,13 mg/L). De acordo
com Vinds et al. (2000) a concentracdo de resveratrol nos vinhos é normalmente menor que 1
mg/L.

No que diz respeito aos vinhos tintos e os sucos de uva brasileiros, de acordo com
Penna e Hecktheuer (2004) e Sautter et al. (2005), possuem um valor médio de resveratrol de

2,57 mg/L e entre 0,19 e 0,90 mg/L, respectivamente.
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A American Dietetic Association (ADA, 2004) recomenda que o consumo diario de
suco de uva ou vinho tinto entre 240 e 480 mL (baseando-se no resveratrol como composto
bioativo) reduz a agregacdo plaquetaria. Como somente a forma trans do resveratrol é ativa
(FILIP et al., 2003; SAUTTER et al., 2005), fazendo uma estimativa considerando a média de
trans-resveratrol em vinhos encontrada por Sautter et al. (2005): 2,57 mg/L, poder-se-ia
entender que a recomendacdo da ADA (2004), em relagéo ao trans-resveratrol seria de 0,62 a
1,23 mg de trans-resveratrol por dia.

Pace-Asciak et al. (1996) compararam a absorcdo de trans-resveratrol proveniente de
vinho tinto, vinho branco, suco de uva comercial e suco de uva enriquecido (enriquecido com
trans-resveratrol) em homens que consumiram 500 mL/dia, durante um més. Concluiram que
0 trans—resveratrol no suco de uva também pode ser absorvido em quantidade suficiente para
desempenhar fungdes bioldgicas diversas.

Segundo Frémont (2000), sua absor¢do ocorre no intestino delgado e o glicosidio do
resveratrol pode ser absorvido do suco de uva da mesma forma que o glicosidio dos
flavonoides.

Juan, Vinardell e Planas (2002) administraram diariamente, via oral, em ratos
(Sprague-Dawley) machos, 20 mg de trans-resveratrol/Kg de peso da cobaia, durante o
periodo de 28 dias. O peso corporal e 0 consumo de alimentos e agua ndo diferiram entre 0s
ratos tratados com trans-resveratrol e o grupo controle. As variaveis hematoldgicas e
bioquimicas bem como os resultados do exame histopatologico dos 6rgdos autopsiados nao
revelaram alteracdes, demonstrando que o trans-resveratrol utilizado em altas concentracfes
ndo foi nocivo aos ratos.

Apesar de ndo existirem relatos de contra-indicagfes, torna-se necessaria cautela
quanto a utilizacdo de extratos de trans-resveratrol ndo padronizados ou extraidos sem técnica

farmacéutica controlada, pois ndo se pode assegurar eficécia, existindo a possibilidade de que
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eles contenham outras substancias ndo especificadas e que possam promover algum efeito
toxico JUAN; VINARDELL; PLANAS, 2002; MASTEN; HANEKE, 2002).

Marinova, Yanishlieva e Totseva (2002) adicionaram trans—resveratrol nas
concentragdes de: 0,02; 0,05; 0,10 e 0,20% (0,02; 0,05; 0,10 e 0,20 ppm, respectivamente) em
triacilglicerois purificados de banha, 6leo de girassol e de 6leo de girassol comercial. As
amostras foram submetidas a oxidag&o, no escuro, a 100 °C (+ 0,2 °C), com fluxo de ar de 100
mL/min. O trans-resveratrol aumentou o periodo de inducdo tanto dos triacilglicerois
purificados da banha quanto do 6leo de girassol, sendo mais efetivo sobre os triacilglicerois
purificados da banha (concentracdo: 0,20%). No 6leo de girassol comercial ndo apresentou
atividade antioxidante.

Marinova, Yanishlieva e Toneva (2004) adicionaram diferentes concentragOes de
antioxidantes (100 ppm de trans-resveratrol, a-tocoferol; 50 ppm e 100 ppm de acido caféico
e 50 ppm de quercetina) a 6leo de girassol e investigaram o sinergismo (aumento da atividade
antioxidante obtido pela combinacdo de varios antioxidantes) dos fenolicos presentes no
vinho tinto (resveratrol, acido caféico, quercetina) e o a-tocoferol, na oxidacdo de
trigliceridios em oleo de girassol comercial a 100 °C (x 0,2 °C), com fluxo de ar de 50
mL/min. As combinacdes de trans-resveratrol (100 ppm) tanto com o &cido caféico (50 ppm)
quanto com a quercetina (50 ppm) foram sinergisticas na prevencdo da oxidacéo lipidica.

Filip et al. (2003) adicionaram trans-resveratrol nas concentragdes: 0,01; 0,02; 0,05 e
0,10% (0,01; 0,02; 0,05 e 0,10 ppm, respectivamente) para testar seu efeito antioxidante nos
Oleos de girassol e de canola. Os melhores resultados foram observados com a adigdo de

0,10%, em ambos os 6leos.
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2. JUSTIFICATIVA:

Existem relatos na literatura de que o mercado consumidor mundial de azeite
encontra-se em expansdo, além dos diversos estudos que suportam e/ou embasam as
propriedades do azeite de oliva, os beneficios da presenca de antioxidantes na dieta e, mais
especificamente, os efeitos antioxidantes positivos do trans-resveratrol. Associando-se a estes
beneficios, a escassez de dados no Brasil sobre a utilizagdo do trans-resveratrol como
antioxidante adicionado a alimentos e, sobre seu papel na estabilidade oxidativa de 6leos
comestiveis, torna-se relevante, interessante e inédita, a possibilidade de aumentar a vida de
prateleira do azeite de oliva extra virgem por meio da adi¢do de trans-resveratrol. Esta adi¢do
poderd, ndo s6 agregar valor comercial ao produto, mas também auxiliar na manutencéo de

suas propriedades funcionais por um maior intervalo de tempo.
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo geral:
- Adicionar trans-resveratrol ao azeite de oliva extra virgem, a fim de verificar a sua

estabilidade oxidativa.

3.2. Objetivos especificos:

- Selecionar entre diferentes marcas e procedéncias de azeite de oliva extra virgem,
amostras com maior estabilidade oxidativa que atendam aos padrOes de identidade e
qualidade para azeite de oliva extra virgem estabelecidos pelo IOOC (2003);

- Monitorar, avaliar e comparar a estabilidade oxidativa do azeite de oliva extra
virgem (sem e com adigéo de trans-resveratrol) ao longo do tempo em estufa com circulagéo
de ar a 60 °C, ao abrigo da luz;

- Quantificar o trans-resveratrol, adicionado ao azeite de oliva extra virgem, ao longo
do armazenamento em estufa com circulagéo de ar a 60 °C, no escuro;

- Determinar a atividade antioxidante do trans-resveratrol, comparando com

quercetina e BHT.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Amostras:

4.1.1. Critérios de compra:

Foram adquiridos em supermercados do Municipio do Rio de Janeiro (RJ), azeites de
oliva extra virgem de diferentes marcas e procedéncias, sendo: duas marcas portuguesas (P1 e
P2), trés espanholas (E1, E2 e E3), uma grega (G) e uma italiana (I) (Tabelal).

Os critérios para a compra dos azeites foram: a) serem produzidos e embalados no
exterior (pais de origem); b) serem encontrados na maioria dos estabelecimentos pesquisados
(marcas com maior freqiiéncia) e, ¢) possuirem data de envase proximas, entre si, € 0 mais

préximo, possivel, da data de compra.

Tabela 1: Codificacdo adotada para as amostras de azeites de oliva extra virgem de diferentes

marcas e procedéncias.

Procedéncia dos azeites de oliva extra  Codificacdo

virgem de marcas diferentes adotada
Portugués 1 P1
Portugués 2 P2
Espanhol 1 El
Espanhol 2 E2
Espanhol 3 E3
Grego G
Italiano I

Na Figura 6 pode ser observado o fluxograma contendo o delineamento relativo aos

procedimentos e métodos adotados.
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Azeites de oliva extra virgem comerciais de diversas marcas e procedéncias
(P1, P2, E1, E2, E3, G, I) submetidos a IP e Valor de extin¢do no UV (duplicata)

v v
P1, P2 e E1 de acordo com os padrfes E2, E3, G e | fora dos padrfes = EXCLUIDOS
v
P1, P2 e E1 submetidos a acidez livre , composi¢do em &cidos graxos e esterois (duplicata)
v
P1, P2 e E1 de acordo com os padrdes e submetidos & selecdo para a adigdo de trans-resveratrol
v

Selecéo entre P1 e P2 (maior estabilidade oxidativa)

> P1 -
Rancimat
P2 > 110 e 120°C

\ 4

(duplicata)
v

Método de Schaal
(estufa a 60 °C)

v
IP, Extingdo no UV e
Acidez livre (sextuplicata)

A 4

P1 fora dos padrées = EXCLUIDO

A 4

P2 de acordo com os Restou apenas E1 com

padrbes ,mas néo condicbes para adicdo de = | E1
mais encontrado para

trans-resveratrol [

compra
= EXCLUIDO A A
Controle Azeite adicionado de
100 ppm de trans-
resveratrol
Rancimat
Atividade ™ 1200C |,
antioxidante do (duplicata)
trans-resveratrol
pelo método DPPH Método de Schaal
(estufa a 60 °C) «
v
IP, extingdo no UV e CLAE
acidez livre (sextuplicata) (triplicata)

Figura 6: Fluxograma e delineamento dos procedimentos gerais do trabalho.
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4.1.2. Padroes de identidade e qualidade:

Foram adotados como pardmetros neste estudo, os padrBes de identidade e qualidade
(P1Q) para azeite de oliva extra virgem estabelecidos pelo 100C (2003) (Tabela 2) e de
acordo com a legislacdo brasileira, que se baseia nos valores estabelecidos pelo Codex

Alimentarius (2003) em relagdo a composicdo em &cidos graxos e esterois (Tabelas 3 e 4).

Tabela 2: Padrbes de identidade e qualidade (P1Q) para azeite de oliva extra virgem: indice

de peroxidos (IP), acidez livre e valor de extingdo no UV.

) Valor de extingdo especifica
Indice de Perdxidos Acidez livre no UV (nm)
(mEq O,/Kg de azeite) (% de acido oléico)

K22 K270 AK

<20 <0,8 <2,50 <0,22 <0,001
Fonte: I00C (2003).

Tabela 3: Valores estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2003) em relacdo a composicao

em acidos graxos de azeite de oliva virgem.

Férmula  Acido graxo Codex Alimentarius (2003)

(%)
C 16:0 Palmitico 7,5-20,0
C16:1 Palmitoléico 0,3-35
C 18:0 Estearico 0,5-5,0
C18:1 Oléico 55,0-83,0
c18:2 Linoléico 3,5-21,0
C 20:0 Araquidico <0,6
C 183 Linolénico <09
C 20:1 Eicosandico <04

Fonte: Codex Alimentarius (2003).
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Tabela 4: Valores estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2003) em relacdo a composicdo

em esterdis de azeite de oliva virgem.

Codex Alimentarius (2003)

Esterois (%)
Campesterol <40
Estigmasterol < Campesterol
[-sitosterol aparente (incluindo A- > 93,0

5-avenasterol)
Fonte: Codex Alimentarius (2003).

4.1.3. Selecdo previa para adi¢do de trans-resveratrol:

Azeites de oliva extra virgem de diferentes marcas e procedéncias foram analisados
quanto ao IP e ao valor de extin¢do no UV, em duplicata, imediatamente apos a abertura dos
frascos, a fim de que somente marcas e lotes em conformidade com os PIQ do I00C (2003)
pudessem ser selecionadas (Tabela 2).

Os azeites em conformidade com os P1Q do IOOC (2003) em relagdo ao IP e valor de
extingdo no UV (P1, P2 e E1) (Tabela 2) foram entdo submetidos as analises de acidez livre,
composicdo em 4cidos graxos e em esterOis, cujos resultados também mostraram
conformidade com os padrdes (I0OOC, 2003 e Codex Alimentarius, 2003) (Tabelas: 2, 3 e 4
respectivamente). O que indica que tanto P1 quanto P2 e E1 poderiam ser adicionados de
trans-resveratrol.

No entanto, a adicdo de trans-resveratrol aos trés azeites exigiria um nimero muito
extenso de vidrarias, gasto excessivo de reagentes e matéria-prima, necessidade de
equipamentos com maior capacidade (por exemplo: estufa) e uma equipe maior para realizar
as analises, fatores inviaveis para o laboratério onde o experimento foi executado. Desta

forma, tentou-se minimizar o problema utilizando-se um azeite de origem portuguesa e outro
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de origem espanhola. Como foram obtidos dois azeites de origem portuguesa (P1 e P2) dentro
dos padrdes, tornou-se necessario escolher, dentre eles, o de maior estabilidade oxidativa para
juntamente com o azeite de origem espanhola E1 ser adicionado de trans-resveratrol e para
isto utilizou-se 0 método de Schaal (teste acelerado) (método oficial Cg 5-97 da AOCS,
2004).

O preparo das amostras P1 e P2 para 0 método de Schaal ocorreu da seguinte forma:
dois frascos de lotes iguais de cada uma das marcas (500 mL) foram misturados a fim de que
se obtivesse 1L de cada marca.

Apo6s homogeneizagdo das amostras, retirou-se, cerca de 42 ml de cada amostra, para
as anélises de IP, acidez livre, valor de extin¢cdo no UV e indice de estabilidade oxidativa no
Rancimat no tempo zero, e transferiu-se o restante para frascos de vidro transparente
idénticos, com 2 cm de diametro e mesmo headspace. O volume dos frascos foi completado
com azeite até a altura de 4,3 cm, com relacdo area/volume de, aproximadamente, 0,24 e
colocados sem tampa em estufa (Memmert) a 60 °© C, com circulacdo de ar (fluxo de 3 L/h),
por um periodo de 10 dias.

Diariamente, foram retirados da estufa trés frascos, dos quais foram recolhidas
amostras para as andlises de IP, acidez livre e valor de extingdo no UV, realizadas em
sextuplicata no Laboratorio de Oleos Graxos do CTAA/ Embrapa Agroindlstria de

Alimentos.

4.1.4. Adicao de trans-resveratrol:

Uma vez que o azeite de oliva extra virgem de origem espanhola (E1) apresentou as
melhores caracteristicas (IP, valor de extin¢cdo no UV, acidez livre, composicdo em &cidos
graxos, esterois e Rancimat) para a adigdo de trans-resveratrol, quatro litros (8 frascos de 500

mL; aproximadamente 3,6 Kg) de azeite E1, de mesmo lote, foram misturados e
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homogeneizados em béqueres e separados em dois grupos: azeite controle (aproximadamente
1,8 Kg) e azeite para ser adicionado de trans-resveratrol (1,8 Kg) e submetidos ao método de
Schaal.

Pesou-se cerca de 0,18 g de trans-resveratrol (Sigma, 99% de pureza), que foi
solubilizado em 5 mL de acetona (Tedia) e em 50 mL de alcool etilico (Tedia) a 95% e
adicionado a 1,8 Kg de azeite (100 ppm, de acordo com Marinova, Yanishlieva e Toneva,
2004). Posteriormente, o azeite foi submetido a banho de ultra-som até completa
homogeneizacdo. A remocdo dos solventes foi realizada com nitrogénio sob aquecimento
brando (£ 27 °C, em placa Corning — Stirer/ Hot Plate) por aproximadamente 6 horas.

Cerca de 129 dos azeites espanhois foram retiradas para a realizacdo das analises (IP,
acidez livre, valor de extingdo no UV e Rancimat) no tempo zero e transferiu-se o restante
para frascos de vidro transparentes idénticos (2 cm de didmetro e mesmo headspace)
conforme procedimento descrito anteriormente (altura: 4,3 cm, relacdo area/volume: 0,24;
colocados sem tampa em estufa com circulacédo de ar, fluxo: 3 L/h, a 60°C) por um periodo de
37 dias. Ao longo deste periodo, 3 frascos foram retirados, periodicamente, da estufa, e
analisados quanto a: IP, acidez livre e valor de extincdo no UV, em sextuplicata e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em triplicata.

4.2. Analises realizadas:

4.2.1. indice de peroxidos:

Para a determinacdo do IP, pesou-se em balanca analitica digital (Mettler Toledo AB
204), 1 g de azeite em erlenmeyer de boca esmerilhada de 250 mL, dissolveu-se com 30 mL
de solugdo 3:2 de &cido acético glacial (Tedia) e cloroformio (Merck) e adicionou-se 0,5 mL
de solucéo saturada de iodeto de potassio (Spectrum). O frasco foi fechado e agitado manual e

periodicamente, por um tempo total de 60 segundos. Decorrido este tempo, adicionou-se dgua
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destilada (30 mL) e titulou-se, sob agitacdo magnética (titulador automéatico Metrohm 655
Dosimat e placa magnética lka RH-KT/ C) com solugdo de tiossulfato de sodio (Merck)
0,01N, até o aparecimento de coloragdo amarelo claro. A partir deste ponto, adicionou-se
solucéo de amido (Merck) a 1% e titulou-se, novamente, até o desaparecimento da colorag&o.
Paralelamente, foi realizado, um ensaio em branco. A analise foi realizada em sextuplicata e
os resultados foram expressos em mEq (miliequivalentes) de oxigénio ativo (O,) /Kg de azeite
de oliva extra virgem (método oficial Cd 8-53 da AOCS, 2004).
O IP em mEq O, ou peroxidos/Kg foi calculado a partir da formula:

IP (mEq O2/Kg) = (a-b) x N x 1000

P
Onde:

a = volume da soluc¢éo de tiossulfato de sodio gasto na amostra (mL)
b = volume da solucéo de tiossulfato de sddio gasto no branco (mL)
N = normalidade da solucéo de tiossulfato de sddio

P = peso da amostra (g)

4.2.2. Valor de extingao especifica no UV:

Para a determinacdo do valor de extin¢do no UV, foram pesados em balanca analitica
digital (Mettler Toledo AB 204) 100 mg de azeite, em baldes volumétricos de 10 mL,
completando-se 0 volume com isoctano grau espectrofotométrico (Tedia), em sextuplicata. As
leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdometro Specord 210 (Analytikjena)
utilizando-se cubetas de quartzo de 10 mm (Micronal — A = 200 a 380 nm, em UV), nos
comprimentos de 232 e 270 nm para avaliacdo da qualidade do azeite e, de 266 e 274 nm para

o calculo de AK (método oficial Ch 5-91 da AOCS, 2004).
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Antes de cada analise, foi realizada a verificagdo do espectrofotdmetro a fim se
confirmar a calibracio do equipamento. Tal verificacdo foi realizada com azeites
considerados padrdo, fornecidos pelo I00C, cujos valores de K7 sdo conhecidos (Tabela 5)

e observou-se que 0 equipamento estava corretamente calibrado.

Tabela 5: Verificacdo do espectrofotdbmetro Specord 210 (Analytikjena) de acordo com

valores de azeites considerados padrdes fornecidos pelo I0OC.

Azeites de oliva Valores Ky7o padrédo Valores K7 encontrados
IC* Média 1% 2%* Média***

I00C 30-06 0,215a0,185 0,200 | 0,207 | 0,1941 0,2006

I00C 31-06 0,366 a 0,406 0,386 | 0,378 | 0,3771 0,3413

* IC= intervalo de confianga
** Duplicata

*** Média de duas determinacdes

O calculo de valor de extingdo especifica foi realizado de acordo com a seguinte

formula;

E™, ;mou K (nm) = A x 0,1000g x V.

Px 10 mL
Onde:
E™, «mou K = valor de extincio especifica (nm)
A = comprimento de onda (nm)
V=volume do baldo (mL)

P = peso da amostra ()
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O célculo de AK foi efetuado com a seguinte formula:
AK =Koz — (Kage + Ko7a) 1 2

Onde:

K570 = absorbancia em 270 nm

K6 = absorbancia em 266 nm

K»74 = absorbancia em 274 nm

4.2.3. Acidez livre:

Para determinacdo da acidez foi pesado, em balanca analitica digital (Mettler Toledo
AB 204), 1 g de azeite, posteriormente dissolvido em 30 mL de alcool etilico 95% (Tedia),
previamente neutralizado com solucdo 0,01 N de hidréxido de sédio (Merck). Adicionou-se
solucdo alcodlica de fenolftaleina 1% (Spectrum) e levou-se a amostra a aquecimento brando
(x 30 °C, em placa Corning — Stirer/ Hot Plate), previamente aquecida, por 30 segundos).
Titulou-se (bureta calibrada de 10 mL) com solucdo de hidroxido de sodio 0,01 N até a
manutencdo da cor résea por 60 segundos. Esta analise foi realizada em sextuplicata e 0s
resultados foram expressos em % de acido oléico (método oficial Ca 5a-40 da AOCS, 2004).

O calculo de acidez livre foi realizado de acordo com a formula:

AGL% =V XN x 282

=
Onde:
AGL% = porcentagem de &cidos graxos livres
V = volume da solugdo de NaOH gasto na amostra (mL)
N = normalidade da solugdo de NaOH, devidamente, padronizada segundo 0 método
oficial Ca 5a-40 da AOCS (2004)

P = peso da amostra (g)
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4.2.4. Composicao em ésteres de &cidos graxos — Método Hartman e Lago (1973):

A composicdo em ésteres de acidos graxos ou composi¢do em &cidos graxos foi
determinada, em duplicata, por cromatografia gasosa de alta resolucdo apos preparo dos
ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME - Fatty Acid Methyl Ester) de acordo com o
método descrito por Hartman e Lago (1973). Pesou-se em balanca analitica digital (Mettler
Toledo AB 204) 0,2 g de azeite em bal&o de fundo redondo de 125 mL, adicionou-se 2,5 mL
de solucdo metandlica de hidréxido de potassio (Merck) a 0,5 N. O baléo foi conectado ao
condensador e mantido em manta de aquecimento. A amostra foi mantida sob refluxo por 4
minutos, a partir do inicio da condensacéo do solvente, sendo retirada do baldo somente apos
o resfriamento. A seguir, acrescentou-se 7,5 mL de reagente de esterificacdo (120 mL de
metanol P.A., 4 g de cloreto de aménio P.A. e 6 mL de acido sulfdrico concentrado P.A.,
todos Merck). Realizou-se novo refluxo por mais 3 minutos, retirou-se novamente o
aquecimento, mantendo-se o baldo conectado ao condensador. Em seguida, adicionou-se 15
mL de alcool etilico 95% P.A. (Tedia) e 25 mL de &gua destilada e transferiu-se o conteudo
para um funil de separacdo de 250 mL. O funil de separagéo foi tampado e agitado, repetidas
vezes, até a formacéo de duas camadas liquidas limpidas (superior: etérea e inferior: aquosa).
Descartou-se a fase aquosa e filtrou-se a fase etérea em sulfato de sodio anidro P.A. (Tedia)
para baldo de fundo redondo de 50 mL. Evaporou-se o solvente no evaporador rotativo (Buchi
modelo 121 com banho modelo RE 461), passou-se em corrente de nitrogénio e pesou-se o
FAME. A amostra foi diluida em diclorometano (Tedia) até concentracéo final de 1%.

Para a analise cromatogréafica foi utilizado o cromatégrafo HP 5890 (Hewlett Packard,
Series 11) e a coluna Quadrex 007 Cyanopropyl Methyl Sil (60 m X 0,32 mm X 0,25 um). A
temperatura do injetor foi mantida a 250 °C, a do detector a 280 °C e a temperatura inicial da
coluna foi de 150 °C, com taxa de aquecimento de 1,3 °C/min. A vazéo da coluna foi de 2,4

mL/min e a pressdo na cabeca da coluna de, aproximadamente, 70 kPa. O volume injetado foi
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de 1,0 pL com taxa de divisdo de fluxo de 1:50. A identificagdo dos picos de acidos graxos foi
realizada através da comparacdo dos tempos de retencdo das amostras e dos padrées (NU-

CHECK: 62, 79 e 87) e a quantificagdo por normalizacéo de area.

4.2.5. Composi¢do em esterais:

A amostra de azeite foi saponificada com solucéo etanolica de hidréxido de potéssio
(Merck). A extracdo da Ml foi feita com solucéo de sabdo com éter etilico e a quantidade de
residuo determinada por evaporagdo do solvente através da passagem de corrente de
nitrogénio. A partir da Ml os esterdis foram isolados por cromatografia em camada delgada
(método oficial 2.404 da IUPAC, 1992) e analisados por cromatografia em fase gasosa em
coluna capilar de silica fundida de filme metil silicone HP-1 (25 m X 0,32 mm X 0,17 pum),
com programacéo de temperatura de 260 °C a 290 °C, 3 °C/ min. Foi injetado 1 pL de amostra
em injetor operado no modo de divisdo de fluxo de 1:20. Os compostos foram identificados

por co-injecdo de padrdes e a quantificacdo por normalizagéo interna.

4.2.6. Indice de estabilidade oxidativa no Rancimat:

Para a anélise de estabilidade oxidativa no Rancimat 679 (Metrohm Co, Switzerland)
foram pesados em balanca analitica digital (Mettler Toledo AB 204) 5 g de azeite (em cada
um dos seis vasos de reacdo do equipamento). Foi feita previamente a calibracdo e a
programacéo do equipamento para fluxo de ar de 10L/h e temperatura de 110 e 120 °C (para
0s azeites portugueses P1 e P2) e 120 °C, para o azeite espanhol (controle e adicionado de 100
ppm de trans-resveratrol). As analises foram realizadas em duplicata.

Os resultados (indice de estabilidade oxidativa ou periodo de inducéo), expressos em
horas, s@o as medias dos periodos de inducédo calculados automaticamente pelo Rancimat com

0s periodos de inducdo calculados manualmente (ponto de interceptacdo de duas paralelas a
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curva de condutividade elétrica (us) versus tempo gerada pelo Rancimat). Os graficos gerados
pelo equipamento encontram-se nos Anexos |, 11 e 11l.

A manipulac¢do, armazenamento das amostras em estufa (método de Schaal) e analises
acima descritas (IP, valor de extingdo no UV e acidez livre) foram realizadas no Laboratério
de Oleos Graxos do Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de Alimentos
(CTAA)/ Embrapa Agroindustria de Alimentos e a composi¢do em ésteres de acidos graxos e
em esterdis, neste e no laboratério de Cromatografia Gasosa do CTAA, Embrapa

Agroindustria de Alimentos.

4.2.7. Determinagdo da concentracdo de trans-resveratrol por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE):

A identificagdo e quantificacdo de trans-resveratrol (Sigma, 99% de pureza)
adicionado ao azeite de oliva extra virgem foi feita por CLAE ao longo do experimento
segundo Calderon et al. (1993), com modificaces.

As amostras de azeite foram envasadas em frascos de vidro transparente, limpos e com
tampa, e congeladas (- 18 °C) até analise por CLAE. Para a analise cromatografica foi
utilizado o cromatdgrafo liquido equipado com detector de absorbancia e fluorescéncia
(Shimadzu LC - 10 AS; SPD - 10 A UV/VIS; RF-535, respectivamente), coluna analitica de
fase reversa Spherisorb ODS 2 (Waters, 250 mm X 4,6 mm, 5u) com volume total 16,6 ml e
fase mdvel composta por acetonitrila (Merck): dgua (30:70). Para o detector de absorbancia
utilizou-se 306 nm e para o detector de fluorescéncia, emissdo a 370 nm e excitacdo de 324
nm. O volume de amostra injetado diretamente (NOGUERA-ORTI, VILLANUEVA-
CAMANAS, RAMIS-RAMOS; 1999) foi de 5 pL, em um loop de 8 pL, com fluxo de 0,25

mL/ minuto para a corrida. Antes de cada anélise, a coluna era lavada com sucessivas injecoes
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de &gua e ao final, com acetonitrila (100%) (fluxo de 1mL/min). As corridas foram feitas em
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

A identificacdo do trans-resveratrol foi feita por comparacgédo do tempo de retengéo e a
quantificacdo por normalizagdo das areas dos picos com uma solucdo padrdo (controle) de
100 ppm de trans-resveratrol.

As concentracOes de trans-resveratrol ao longo do tempo (Figura 15) foram calculadas
de acordo com Rudolf et al. (2005), a seguir:

x = [(y + 675.94 pug/UA)/ 4.000.000 UA]/ 0,015 mL

Onde:

X = concentracdo de trans-resveratrol (ppm)

y = area do pico

UA= unidades arbitrarias

Os graficos (Figuras 13, 14 e 15) foram construidos no programa Prisma.
A determinacdo da concentracdo de trans-resveratrol por CLAE foi realizada, em
triplicata, no Laboratorio de agregagdo de proteinas e amildides — Prof® Debora Fogel, do

Instituto de Bioquimica Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.2.8. Atividade antioxidante do trans-resveratrol pelo método do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH):

A determinacéo da atividade antioxidante do trans-resveratrol (Sigma, 99% de pureza)
por DPPH foi realizada segundo Soares, Andreazza e Salvador (2003), com modificagdes, e
o0s padrdes utilizados para comparacao foram BHT (Sigma) e quercetina (Sigma).

Foram preparados 50 mL de solucdo etanolica estoque de DPPH (Sigma) na

concentragdo de 219,20 mg/L , mantidos no escuro. O espectrofotdmetro (Shimadzu UV-VIS
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mini 240) foi zerado (branco) com etanol (Tedia) e programado para leitura de varredura
(scan) com a solucgéo estoque, a fim de que fosse determinado o comprimento de onda mais
adequado para leitura (518 nm).

A partir da solucdo estoque de DPPH foram preparadas diluigdes de 21,92mg/L, 43,84
mg/L, 87,68 mg/L e 109,60 mg/L. A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores de
absorbancia de todas as diluicbes a 518 nm, a temperatura ambiente (£ 25°C), em triplicata,
em cubetas de quartzo de 10 mm (Micronal - A= 380 a 780 nm, no VIS) (Figura 16).

Determinou-se a absorbancia nos tempos de 15, 30 e 45 minutos, a partir do inicio da
reacdo. As concentracgdes utilizadas para o trans-resveratrol foram: 1; 2,5; 5; 10; 25; 30 mg/L;
para 0 BHT: 5; 10; 25; 50; 75; 100 mg/L e, para quercetina: 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 mg/L . O
espectrofotdmetro foi inicialmente “zerado”, realizada leitura de referéncia com o solvente
das solugdes, etanol, que por sua vez foi o branco do controle. Foram realizadas leituras dos
controles (1 mL de solugdo de DPPH + 2,5 mL de etanol), utilizando o etanol como branco na
cubeta de referéncia. As leituras das amostras (1 mL de solugdo de DPPH + 2,5 mL da
solugédo da amostra) foram realizadas utilizando os brancos das respectivas amostras (2 mL de
etanol + 5 mL da solucdo da amostra), atentou-se para que o preparo do dobro dos volumes
em relacdo as amostras, para que pudéssemos efetuar a leitura do branco, dessa forma,
“zerando” o equipamento para cada amostra, ou seja, realizando leitura de referéncia para os
respectivos brancos. Todas as reagGes ocorreram em temperatura ambiente, em frascos de
mesmo headspace e com tampa. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos
como percentagem de sequiestro de radicais livres (%SRL) (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21).

O célculo da percentagem de sequestro de radicais livres (%SRL) foi realizado de
acordo com Duarte-Almeida et al. (2006), a seguir:

%SRL = (Ac — Aam) X 100

Ac
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Onde:
Ac = absorbancia do controle

Aam = absorbancia da amostra

A atividade antioxidante por DPPH foi realizada em triplicata no laboratorio do

Departamento de Produtos Naturais, Setor de alimentos, da Faculdade de Farméacia da UFRJ.

4.3. Analise estatistica:
A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através dos Testes F e T em

nivel de significancia p < 0,05, no programa Microsoft Excel,versdo 2003.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1. Selegéo dos azeites de oliva extra virgem:

5.1.1. indice de perdxidos e valor de extingdo no UV iniciais de acordo com PIQ
do 100C (2003):

No que diz respeito a sele¢do de marcas e lotes com caracteristicas em conformidade
com o0s padres estabelecidos pelo I0OOC (2003) (Tabela 2), dois azeites de origem
portuguesa (P1 e P2) e um de origem espanhola (E1) apresentaram os melhores resultados. Os
azeites de origem grega (G), italiana (1) e dois de origem espanhola (E2 e E3) apresentaram IP
dentro dos limites aceitaveis pelos PIQ do IOOC (Tabela 2), mas foram excluidos, tendo em
vista que seus valores de Ky70 e AK apresentaram-se acima dos limites estabelecidos (100C,

2003), o que pode indicar a adi¢do de 6leos refinados como o de soja (Tabela 6).

Tabela 6: Valores médios de indice de perdxidos e valor de extingdo especifica no UV

iniciais dos azeites de oliva extra virgem adquiridos.

Azeite de

. IP K K K K
ol\ll\i/?gt(a;r(]:ra (mEq O2/KQ) (n;?f) (n;i(; (n%% (n?r% AK
P1 7,782 1,803 0,164 0,162 0,157 0,001
P2 9,445 2,007 0,158 0,148 0,142  -0,002
El 10,447 1,981 0,136 0,130 0,126 -0,001
E2 7,985 1,926 0,220 0,224* 0,217 0,005*
E3 7,933 1,937 0,185 0,186 0,180  0,003*
G 8,675 2,954* 0,421 0,439 0423 0,016*

| 10,545 2,190 0,253 0,260* 0,239 0,013*

*Valores fora dos padrdes estabelecidos para azeite de oliva extra virgem (I100C, 2003)
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5.1.2. Acidez livre:

Os resultados obtidos das analises de acidez livre dos azeites P1, P2 e E1 (Tabela 7)
mostraram que estes encontravam-se em conformidade com os PIQ do I00C (2003) (Tabela
2), indicando que foram provenientes de matéria-prima de boa qualidade, sendo apropriados

para a adicdo de trans-resveratrol.

Tabela 7: Valores médios de acidez livre inicial dos azeites P1, P2 e E1.

Azeite de oliva extra virgem  Acidez livre* (% de acido oléico + DP)

P1 0,48 £ 0,05
P2 0,63 +0,05
El 0,39+ 0,02

*Médias de 2 determinagdes

5.1.3. Composic¢do em acidos graxos:

Os resultados das analises da composicdo em &cidos graxos dos azeites P1, P2 e E1
mostraram que estes se encontraram de acordo com 0 que preconiza o Codex Alimentarius
(Tabela 3) para identidade e qualidade de azeite de oliva, indicando que ndo foram
adulterados e, portanto, eram de boa qualidade (Tabela 8).

Os perfis cromatogréaficos dos acidos graxos presentes em P1, P2 e E1 encontram-se
nos Anexos IV, V, VI e VII. Observou-se em todos, predominancia do acido oléico, o que ja
era esperado, uma vez que a literatura ressalta que o azeite de oliva caracteriza-se pela
elevada quantidade de acido oléico (PEREIRA; BARCELOS, 2003) e, como acido graxo de

menor teor o eicosanoico, em consonancia com a legislacao (Tabelas 3 e 8).
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Tabela 8: Composicdo em acidos graxos dos azeites de oliva extra virgem portugueses (P1 e

P2) e do azeite de oliva extra virgem espanhol (E1).

Formula Acido graxo PL* P2” 1
(% = DP) (% + DP) (% + DP)
C 16:0 Palmitico 11,31+£0,34 9,92+0,23 11,73+ 0,01
C1l6:1 Palmitoléico 0,81+ 0,03 0,59 0,01 0,98 £ 0,00
C 18:0 Estearico 3,03 +£0,02 3,30+ 0,00 3,50 £ 0,03
c18:1 Oléico 72,45+0,31 74,94 +0,25 73,51 0,07
C18:2 Linoléico 7,72 £ 0,03 6,90 + 0,02 6,28 £ 0,00
C 20:0 Araquidico 0,43+£0,01 0,42 £0,01 0,40 £ 0,00
C18:3 Linolénico 0,74 £ 0,52 0,71+0,01 0,69+0,01
C20:1 Eicosandico 0,28 £ 0,00 0,29+ 0,01 0,24 £0,01

*Meédias de 2 determinacdes

5.1.4. Composi¢do em esterais:

Os resultados das andlises da composigdo em esterdis dos azeites P1, P2 e E1 (Tabela

9) mostraram gue estes se encontraram de acordo com o Codex Alimentarius (Tabela 4) para

identidade e qualidade de azeite de oliva, indicando boa qualidade.

Os perfis cromatograficos dos esterOis presentes em P1, P2 e E1 encontram-se nos

Anexos VIII, IX e X. Observou-se em todos, valores de estigmasterol menores que os valores

de campesterol, conforme o que preconiza o Codex Alimentarius (Tabela 4).
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Tabela 9: Composicdo em esterdis dos azeites de oliva extra virgem portugueses (P1 e P2) e
do azeite de oliva extra virgem espanhol (E1).

Esterois PL* P2 EL”
(% = DP) (% = DP) (% = DP)
Campesterol 3,28 £0,10 3,21 +£0,10 3,32 £0,02
Estigmasterol 1,15+ 0,07 0,82 £ 0,05 0,89 + 0,46

[3-sitosterol aparente

(incluindo A5-avenasterol) 9498049 9523045 9476146

*Médias de 2 determinacdes

Uma vez que as amostras P1, P2 e E1 apresentaram-se em conformidade com os PIQ
do 100C (2003) (Tabela 2) e com o que preconiza o Codex Alimentarius (Tabelas 3 e 4), os

trés poderiam ser escolhidos para adi¢do de trans-resveratrol.

5.1.5. Indice de estabilidade oxidativa no Rancimat:

A andlise estatistica dos resultados dos experimentos da estabilidade oxidativa por
Rancimat dos azeites portugueses P1 e P2, submetidos ao método de Schaal, mostrou que ndo
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores do periodo de indugdo a temperatura
de 110 °C, nem entre os valores encontrados a 120 °C. O que indicou que as amostras P1 e P2
possuiam estabilidades oxidativas semelhantes, nas condic¢Ges avaliadas.

Observou-se que os valores do periodo de inducdo foram maiores a 110 °C (Tabela 10
e Anexo ) do que a 120 °C (Tabela 11 e Anexo II), revelando que o aumento da temperatura
acelerou o processo oxidativo, reduzindo o periodo de indugdo. O que também foi
demonstrado por Hasenhuettl e Wan (1992) ao determinarem o periodo de inducéo do azeite

de oliva e de outros 6leos por Rancimat em diversas temperaturas (100, 110, 130 e 140 °C).
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Tabela 10: Periodos de inducdo no Rancimat (110 °C e fluxo de ar de 10 L/h) das amostras
PleP2.

Amostras Periodos de inducao* (h £ DP)
P1 20,68 £ 0,13
P2 21,85+ 0,05

* Médias de 2 determinacgdes

Tabela 11: Periodos de indugdo no Rancimat (120 °C e fluxo de ar de 10 L/h) das amostras
PleP2.

Amostras Periodos de inducao* (h = DP)
P1 9,33+ 0,06
P2 9,82 +0,24

* Médias de 2 determinacGes

Uma vez que os valores de periodo de inducdo ndo diferiram significativamente
(p<0,05) também por este método, pode-se afirmar que as duas amostras de azeite seriam

apropriadas para a adi¢do de trans-resveratrol.

5.1.6. Escolha do azeite de maior estabilidade oxidativa:

A utilizacdo de apenas duas amostras de azeites de origens diferentes (um portugués e
um espanhol) poderia minimizar os problemas gerados pela adi¢cdo de trans-resveratrol aos
trés azeites selecionados previamente (P1, P2 e E1) e citados anteriormente. Contudo, dois
azeites de origem portuguesa (P1 e P2) encontravam-se dentro dos padrbes do I00OC (2003),

sendo necessario escolher, o de maior estabilidade oxidativa através do método de Schaal
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(AOCS, 2004), para que juntamente com o azeite E1 estivesse em condi¢Oes de ser
adicionado de trans-resveratrol.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que os valores de IP do azeite P1 (IP
inicial: 6,0) mantiveram-se dentro dos padrdes ao longo dos dez dias de armazenamento,
enguanto que os de P2 (IP inicial: 8,7) ultrapassaram o valor padrdo (< 20 mEq O./Kg) a

partir do oitavo dia (Figura 7).

25
20 ~

15 -

10 -

IP (mEg O2/ Kg)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)

——P1 =-P2

Figura 7: Valores médios de indice de peroxidos dos azeites P1 e P2 durante os 10 dias de

armazenamento em estufa (método de Schaal).

Em relacdo aos valores de acidez livre, nenhuma das amostras (P1 e P2) ultrapassou o
preconizado (< 0,8% em acido oléico) durante o experimento, o que indica boa qualidade da
matéria-prima, manipulacdo e armazenamento adequados (Figura 8).

De acordo com a andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre

os valores de IP, nem de acidez livre dos azeites P1 e P2 ao longo do método de Schaal.
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Figura 8: Valores médios de acidez livre dos azeites P1 e P2 durante os 10 dias de

armazenamento em estufa (método de Schaal).

Em relacdo aos valores de Kj7, dos azeites P1 e P2, o valor de P1 ultrapassou o
padrdo (< 0,22) ja em T1, enquanto P2, somente no sétimo dia (Figura 9), havendo diferenca
significativa entre eles (p < 0,05), indicando maior estabilidade de P2.

Matos et al. (2007) encontraram K7 inicial médio de 0,30 em azeites de oliva virgem
de trés cultivares diferentes, ja acima do padrdo estabelecido pelo IOOC (2003) (< 0,22). Por
outro lado, De Nino et al (2008) ao avaliarem azeite de oliva encontraram K7 inicial médio
de 0,12, abaixo do valor inicial médio encontrado no presente estudo. Entretanto os autores

ndo mencionam o comportamento deste parametro ao longo do experimento.
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Figura 9: Valores médios de Kj7o dos azeites P1 e P2 durante os 10 dias de armazenamento

em estufa (método de Schaal).

A amostra de azeite P1 revelou, na selecdo prévia, K,z inicial (0,16), dentro dos PIQ
do I00C (2003) (Tabela 2) e, quando submetida ao método de Schaal, mostrou rapida
alteracdo de Ky7o logo no primeiro dia (0,23) demonstrando que, apesar dos bons resultados
em outras analises, ndo era suficientemente estavel para ser adicionada de trans-resveratrol,
fator que a fez ser excluida do presente estudo.

Desta forma, no que diz respeito a estabilidade oxidativa durante o0 método de Schaal,
avaliada através de IP, acidez livre e K370 ao longo de 10 dias, tinha-se como melhor op¢do o
azeite portugués P2 (devido aos melhores resultados quando comparado ao azeite P1) para a
adicdo do trans-resveratrol e, como segunda, o de origem espanhola E1. No entanto, lotes de
P2 (mesma marca) que apresentassem caracteristicas de qualidade semelhantes ndo foram
mais encontrados. Sendo assim, apenas 0 azeite E1 apresentava condi¢des adequadas para a

adicdo de trans-resveratrol.
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5.2. Adicéo de trans-resveratrol ao azeite de oliva extra virgem espanhol:

5.2.1 Avaliacédo da composicao em 4cidos graxos:

Como reportado, anteriormente, nas Tabelas 2 e 3, o azeite E1 encontrava-se dentro
dos padrdes preconizados pelo PIQ do I00C (2003) e pelo Codex Alimentarius (2003) em
relacdo & composicdo em &cidos graxos (CODEX ALIMENTARIUS, 2003), respectivamente,
podendo ser utilizado como controle neste estudo.

Psomiadou e Tsimidou (2002) analisaram amostras de azeite de oliva extra virgem e
observaram que no tempo zero, tanto os valores de acido oléico (valor médio: 76,25%) quanto
de linoléico (7,47%) foram pouco superiores aos encontrados nas amostras do presente estudo
(Tabela 12).

Gobmez-Alonso et al. (2007), embora tenham analisado amostras de azeite de oliva
virgem, também observaram concentragdes de &cido oléico superiores (valor médio de 80%) e
de linolénico, proximas (média de 0,60%) as encontradas no presente de estudo (controle e
adicionada de 100 ppm de trans-resveratrol) e todas estavam em conformidade com o Codex
Alimentarius, como pode ser confirmado nas Tabelas 3 e 12 (CODEX ALIMENTARIUS,
2003).

Cardoso (2006) analisando azeite de oliva de nove cultivares diferentes, no tempo
zero, encontrou concentracGes de acido linolénico que variaram de 0,19 a 0,40% (de acordo
com o Codex Alimentarius) e de acido linoleico entre 0,54 e 0,93% (fora do padrédo
estabelecido pelo Codex Alimentarius - Tabela 3), bem menores que as encontradas neste
estudo (Tabela 12), onde nédo se possui informacéo sobre a procedéncia em termos de cultivar
dos azeites de oliva extra virgem utilizados.

A adicdo de 100 ppm de trans-resveratrol ao azeite de oliva extra virgem espanhol

(E1), como esperado, ndo levou a alteracbes em sua composicdo em acidos graxos (Tabela



59

12). N&o houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os resultados encontrados, quando se

comparou a amostra controle e o0 azeite espanhol adicionado de trans-resveratrol.

Tabela 12: Valores medios da composi¢cdo em acidos graxos do azeite de oliva extra virgem,

controle e do adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol.

Azeite adicionado de

Formula. Acido graxo C(:‘;Jnf_rr (I)DI(I; traig-?eiﬁ)/renraq[(raol*
(% = DP)
C 16:0  Palmitico 11,73+0,01 11,81 £ 0,04
C 16:1 Palmitoléico 0,98 + 0,00 1,00 £ 0,00
C 18:0  Esteérico 3,50+ 0,03 3,47 0,00
C18:1 Oléico 73,51 £ 0,07 73,43 £ 0,02
C 18:2  Linoléico 6,28 £ 0,00 6,29 + 0,02
C 20:0 Araquidico 0,40 £ 0,00 0,39+0,01
C 18:3  Linolénico 0,69 £0,01 0,69 £ 0,00
C20:1 Eicosandico 0,24 +0,01 0,24 £ 0,00

* Médias de 2 determinag0es

5.2.2 Avaliacéo da estabilidade oxidativa no Rancimat:

Para a analise de estabilidade oxidativa por Rancimat dos azeites controle (E1) e do
adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol, optou-se por utilizar a temperatura de 120 °C,
tendo em vista que ao analisarem-se os azeites P1 e P2, observou-se que nesta temperatura um

menor periodo de inducéo seria obtido.
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O azeite adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol apresentou um maior periodo de
inducdo, no entanto, a anélise estatistica revelou que este aumento ndo foi significativo
(p<0,05) (Tabela 13 e Anexo IlI). Nas condicOes utilizadas neste estudo, a adi¢do de trans-
resveratrol ndo levou a alteracOes na estabilidade oxidativa do azeite de oliva extra virgem
espanhol, o que ndo impede que a utilizagdo de concentragdes mais elevadas possa aumentar

significativamente o periodo de inducdo.

Tabela 13: Valores médios dos periodos de inducdo dos azeites: controle e adicionado de 100

ppm de trans-resveratrol no Rancimat (120 °C e fluxo de ar de 10 L/h).

Amostras Periodos de inducao* (h = DP)
Controle 6,82 £ 0,50
Azeite adicionado de 100 ppm 720 + 0.68

de trans-resveratrol

* Médias de 2 determinacGes

Rosales (1989) analisou a estabilidade oxidativa, no Rancimat, de 26 amostras de
azeite de oliva virgem (2,5 g de amostra, temperatura de 100 °C, fluxo de 10 L/h) e
encontraram um periodo de indugdo medio de 40,17 h (minimo: 6,76 e méximo: 78,85 h),
maiores que 0s encontrados no presente experimento, provavelmente devido a menor
temperatura utilizada, pois quanto menor a temperatura, maior o periodo de inducéo.

Del Caro et al. (2006) e Bilancia et al. (2007) analisaram azeites de oliva extra virgem
no Rancimat (120°C, fluxo de 20L/h). No primeiro estudo, o periodo de inducao foi de 8,79 h

no tempo zero e 8,18 h no décimo sexto més de armazenamento, resultados mais proximos
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dos obtidos neste trabalho; ja no segundo, os valores foram 17,3 e 11,2 h no tempo zero e
ap0Os 12 meses respectivamente. Embora ambos avaliassem azeite de oliva extra virgem, 0s
cultivares eram diferentes (cv. Bosana e cv. Coratina, respectivamente) o que possivelmente

influenciou nos periodos de inducéo.

5.2.3. Avaliacao do indice de perdxidos:

A partir do décimo segundo dia de experimento tanto o azeite controle, quanto o
adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol ultrapassaram o valor padrdo < 20 mEq 0,/Kg de
azeite (100C, 2003).

No decorrer do experimento, observou-se que, na maior parte do tempo, os valores de
IP do azeite com trans-resveratrol foram mais elevados do que os do azeite controle. Somente
a partir do trigésimo dia de experimento os valores de IP do azeite controle passaram a ser
mais elevados que os do azeite com trans-resveratrol (Figura 10), no entanto esta diferenca
n&o foi significativa (p < 0,05).

Marinova, Yanishlieva e Totseva (2002) analisaram IP em 6leo de girassol (principal
acido graxo: linoléico) adicionado de trans-resveratrol e observaram, nas seguintes condicdes:
100 °C, fluxo de ar de 100 mL/min (6L/h) e concentracdes de 0,02; 0,05; 0,10 e 0,20% (0,02;
0,05; 0,10 e 0,20 ppm, respectivamente), um aumento no periodo de inducdo do Oleo de
girassol adicionado de trans-resveratrol o que indicou a efetividade desta substancia como
antioxidante nesta matriz.

Neste trabalho, foi utilizado o método oficial da AOCS (metodo de Schaal) que
estabelece 60 °C para teste acelerado em estufa e ndo sendo observado um aumento efetivo na
estabilidade oxidativa do azeite de oliva extra virgem (principal &cido graxo oléico),
provavelmente devido a composicdo do azeite de oliva extra virgem que o tornaria,

naturalmente, um 0leo vegetal de maior estabilidade oxidativa em relag&o aos outros.



62

IP (mEqO2/Kg)

Tempo (dias)

—e— Controle —=— 100 ppm de Trans-resveratrol

Figura 10: Valores médios de indice de perdxidos dos azeites (controle e adicionado de 100
ppm de trans-resveratrol) ao longo do periodo de armazenamento em estufa (método de
Schaal).

Caponio et al. (2005) e Bilancia et al. (2007) analisaram azeite de oliva extra virgem
(IP inicial de aproximadamente 7,5) durante 12 meses de armazenamento. O primeiro estudo
utilizou temperaturas entre 15 e 25 °C e o segundo temperatura fixa de 20 °C, no escuro.
Ambos observaram que o IP ndo ultrapassou o valor padrdo (< 20 mEq O,/Kg de azeite)
durante todo o experimento.

Gobmez-Alonso et al. (2007) analisaram amostras de azeite de oliva virgem em
temperatura ambiente e protegido da luz. O IP inicial das amostras foi aproximadamente 4,7
mEq O,/Kg de azeite e as amostras sé ultrapassaram o valor padrdo a partir do vigésimo
sétimo dia.

A comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo com a literatura pertinente

encontrada, torna-se bastante dificultada, devido ao fato de que os estudos realizados por
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outros autores ndo avaliam o azeite de oliva extra virgem pelo método de Schaal (60 °C), bem

como utilizam, normalmente, amostras recém processadas o que gera diferentes resultados.

5.2.4. Avaliacao de Kj7:

Na Tabela 5 s&o mostrados os resultados obtidos na verificagcdo da calibragéo do
espectrofotdmetro realizada com azeites considerados padrdo (fornecidos pelo I00C) cujos
valores de K79 sdo conhecidos. Os dados mostraram que 0 equipamento estava corretamente
calibrado.

A partir do décimo quinto dia, o valor de K70 do azeite adicionado de 100 ppm de
trans-resveratrol ultrapassou o valor considerado padrdo (0,22 nm) pelo I0O0OC, o que sé

aconteceu com o azeite controle a partir do décimo nono dia (Figura 11).

K 270 (nm)

Tempo (dias)

—e— Controle —=— 100 ppm de Trans-resveratrol

Figura 11: Valores médios de K7y dos azeites (controle e adicionado de 100 ppm de trans-

resveratrol) ao longo do periodo de armazenamento em estufa (método de Schaal).
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Observou-se ao longo do experimento que os valores de K,z do azeite adicionado de
100 ppm de trans-resveratrol mostrou-se sempre mais elevado que os do controle (Figura 11),
porém tal elevacdo ndo foi significativa (p < 0,05), ndo podendo, portanto, ser atribuida ao
trans-resveratrol, capacidade pré-oxidante nos azeites avaliados.

Caponio et al. (2005), Del Caro et al. (2006) e Bilancia et al. (2007) analisaram azeites
de oliva extra virgem. O primeiro estudo, em temperatura entre 15 e 25 °C, armazenados por
12 meses, 0 segundo em temperatura ambiente durante 16 meses e o terceiro, a 20 °C
armazenados por 12 meses, no escuro e todos observaram que os valores de Kj;o ndo
ultrapassaram o valor padrdo durante o experimento (< 0,22). Gomez-Alonso et al. (2007)
analisando azeite de oliva virgem observaram valor de Ky inicial de 0,13 e que ap6s 19
meses tal valor alcangou 0,22. Todos estes estudos avaliaram azeites em temperatura préxima
a ambiente e por um periodo maior que o presente estudo, que utilizou um teste acelerado, o

que pode explicar as diferencas nos resultados.

5.2.5. Avaliacdo da acidez livre:

Durante todo o periodo do experimento a acidez livre dos azeites, tanto controle
quanto o adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol ndo ultrapassou o valor padrdo: < 0,8%
em acido oléico (I00C, 2003) (Figura 12), ndo variando significativamente (p < 0,05).

Bilancia et al. (2007), ao analisarem azeites de oliva extra virgem, como no presente
estudo, também obtiveram acidez livre dentro dos padrdes do I0OC (2003), tanto no tempo
zero (0,26%) quanto durante todo o periodo de armazenamento de 12 meses a temperatura de
20°C.

Gomez-Alonso et al. (2007) analisando azeite de oliva virgem encontraram acidez
livre inicial de aproximadamente 0,38%, também dentro do padrdo (IOOC, 2003), mas nédo

mencionam seu comportamento ao longo do armazenamento.
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Figura 12: Valores médios de acidez livre dos azeites (controle e adicionado de 100 ppm de

trans-resveratrol) ao longo do periodo de armazenamento em estufa (método de Schaal).

5.2.6. Determinacdo de trans-resveratrol no azeite de oliva extra virgem por
CLAE:

As amostras de azeite de oliva extra virgem espanhol adicionado de 100 ppm de trans-
resveratrol foram recolhidas diariamente, durante o armazenamento em estufa a 60°C,
armazenadas sob congelamento e levadas a cada 7 dias para que fossem analisadas por CLAE.

A partir da injecdo de uma solucdo padrdo de 100 ppm de trans-resveratrol (Figura 13
A) foram feitas a identificacdo e a quantificacdo por comparacédo do tempo de retencéo e areas
dos picos. O pico de trans-resveratrol foi identificado como pico 12 (12 minutos).

Os resultados mostraram, até o décimo dia, a presencga de apenas um pico (pico 12). A

partir do décimo oitavo dia observou-se o aparecimento de mais um pico (pico 10),
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possivelmente um produto da oxidacdo do trans-resveratrol, uma vez que sua concentracéo é
inversamente proporcional a do mesmo ao longo do tempo (dias de armazenamento em
estufa) (Figuras 13, 14 e 15).

De acordo com os resultados obtidos por CLAE, nas condigOes do teste acelerado,
(armazenamento em estufa a 60° C, fluxo de ar 3 L/h, no escuro) num periodo de 37 dias,
provavelmente, todo o trans-resveratrol adicionado tenha sido oxidado por volta do vigésimo
dia (Figuras 14 e 15).

Nao foram encontrados na literatura estudos que relatem o comportamento do trans-

resveratrol adicionado a matrizes alimentares ao longo do tempo.
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Figura 13: Cromatogramas: (A) da solucdo padrdo de 100 ppm de trans-resveratrol, (B) da

amostra de azeite de oliva extra virgem adicionado de trans-resveratrol, usando detector de

fluorescéncia, com emissdo a 370 nm e excitacdo a 324 nm.
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Figura 14: Comportamento do trans-resveratrol (pico 12) adicionado ao azeite de oliva extra

virgem e de seu produto de oxidagdo (pico 10) ao longo do periodo de armazenamento

usando: (A) detector de absorbancia (306 nm) e (B) detector de fluorescéncia (emisséo: 370 e

excitagdo: 324 nm).
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Figura 15: Concentracdo de trans-resveratrol e seu produto de oxidagdo ao longo do tempo.
Calculada de acordo com Rudolf et al. (2005).

Embora ndo tenha sido objeto da presente dissertacdo, na Figura 15 observa-se o
aparecimento de um produto de degradacdo do vigésimo dia até o final do experimento em
concentragdes entre 150 a 180 ppm. No vigésimo segundo dia a concentragdo do metabdlito é
bastante reduzida (< 50 ppm), porém, no vigésimo quarto e vigésimo setimo dia observa-se
um aumento na sua concentracdo (150 ppm), o que pode ser explicado por algum problema na
homogeneizacdo da amostra antes da injecéo.

Por outro lado, o trans-resveratrol e 0 metabodlito formado ndo foram detectados entre
0 décimo primeiro e o décimo nono dias do experimento, o que reforcou a necessidade de

repeticdo do experimento e das analises as quais serdo realizadas posteriormente.
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5.3. Determinacéo da atividade antioxidante do trans-resveratrol por DPPH:
A curva de calibragdo foi construida a partir de diversas concentragdes de solugdo de

DPPH como descrito na Tabela 14.

Tabela 14: Absorbéancias das solugdes de DPPH a 518 nm nas diferentes concentracGes

utilizadas.

Concentracéo Médias
A518nm A 518 nm A 518 nm
(mg/L) (*)
21,920 0,2348 0,2348 0,2348 0,2348
43,840 0,4382 0,4382 0,4383 0,4382
87,680 0,8128 0,8127 0,8127 0,8127

109,600 0,9621 09621 0,9620 0,9621

* Médias de trés determinagoes

A equacdo da curva de calibracdo do DPPH foi: y= 0,0083x + 0,0632, gerou um
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9977, valor este compativel com o esperado (Figura
15).

Onde:

y= absorbancia medida no comprimento de onda 518 nm

x= concentracdo de DPPH no meio
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Figura 16: Curva de calibracdo do DPPH.

Os resultados obtidos com 0 método DPPH permitem considerar que apds 15 minutos
a reacdo alcancou o equilibrio, nas concentracdes de trans-resveratrol utilizadas neste estudo,
e que o trans-resveratrol apresentou maior %SRL nas concentragdes de 25 e 50 mg/L
(57,55% e 72,72%, respectivamente) (Figura 17).

No que diz respeito ao BHT, observa-se que aos 15 minutos a rea¢do ndo foi completa,
ou seja, este tempo ndo foi suficiente para que ocorresse toda a reacdo com o radical DPPH, o
que acontece ap6s 30 minutos de reacdo, nas concentragdes estudadas. O maior valor de %

SRL para o BHT foi a concentragdo de 100 mg/L (79,4%) (Figura 18).
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Figura 17: Valores médios de %SRL de trans-resveratrol, em diferentes concentragdes,

mensuradas apos 15, 30 e 45 minutos de reacéo.
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Figura 18: Valores médios de %SRL de BHT, em diferentes concentragdes, mensuradas apos

15, 30 e 45 minutos de reagao.
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Para a quercetina, observa-se que apds 15 minutos a reacao ja alcangou o equilibrio, de
modo que este tempo foi suficiente para que a quercetina reagisse completamente com o
radical DPPH. Os maiores valores de %SRL da quercetina foram a concentragdo de 10 mg/L

(86,71, 85,82 e 87,35%, apds 15, 30 e 45 minutos respectivamente) (Figura 19).
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Figura 19: Valores médios de %SRL de quercetina, em diferentes concentragcdes, mensuradas

apos 15, 30 e 45 minutos de reagéo.
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Ao comparar 0s trés antioxidantes na concentracdo de 5 mg/L observa-se que a
quercetina e o trans-resveratrol possuem as maiores %SRL ap06s 45 minutos de reagdo (65,03
e 24,96%, respectivamente) e 0 BHT apds 30 minutos (16,17%) (Figura 20). O que indica que
para a quercetina e o trans-resveratrol, o melhor tempo de reacdo é 45 minutos e para 0 BHT

¢ 30 minutos.

100 ~
=
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W Trans-resveratrol 0O BHT B Quercetina

Figura 20: %SRL de trans-resveratrol, BHT e quercetina na concentracdo de 5 mg/L,

mensurada apés 15, 30 e 45 minutos de reagéo.

Ao se comparar os resultados na concentracdo de 10 mg/L observa-se que o trans-
resveratrol, possui a maior %SRL ap6s 30 minutos de reacdo (36,06 %) e que tanto a
quercetina, quanto o BHT, possuem as maiores %SRL apds 45 minutos de reagdo: 87,35 e

26,59 %, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21: %SRL de trans-resveratrol, BHT e quercetina na concentracdo de 10 mg/L,

mensurada ap6s 15, 30 e 45 minutos de reacao.

Quando comparados 0s %SRL dos trés antioxidantes testados nas concentracfes de 5 e
10 mg/L (concentragcbes comuns aos trés) a quercetina apresentou sempre 0s maiores valores
de %SRL e 0 BHT o0s menores, ndo dependendo do tempo de reacdo, ou seja, em todos 0s
tempos de reacdo observou-se: %SRL quercetina > %SRL trans-resveratrol > %SRL BHT
(Figuras 20 e 21) indicando que a quercetina possui maior capacidade de seqlestrar 0s
radicais DPPH e, portanto, maior atividade antioxidante que o trans-resveratrol e o BHT.

Diversos estudos utilizaram o método DPPH para avaliar a atividade antioxidante de
trans-resveratrol e quercetina, dentre outros antioxidantes, comparando-os entre si.

Pan et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidante entre BHT e resveratrol, e
observaram maior atividade antioxidante do BHT em relacdo ao resveratrol, diferindo do
encontrado neste estudo. Os autores ndo mencionam se este resveratrol encontrava-se sob a

forma cis ou trans ou se era composto por mistura das duas formas.



76

Joubert, Von Gadow e Hansmann (1997) e Duarte-Almeida et al. (2006) compararam
padroes de quercetina e BHT, por DPPH, observando maior atividade antioxidante da
quercetina em relagdo ao BHT, sendo 0 mesmo observado no presente estudo.

Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998) compararam padrdes de quercetina
e trans-resveratrol, por DPPH e encontraram maior atividade antioxidante na quercetina que

no trans-resveratrol, assim como foi encontrado neste estudo.
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6. CONCLUSOES:

- Os valores de IP, Ky7 e acidez livre do azeite adicionado de 100 ppm de trans-
resveratrol durante o armazenamento em estufa e os indices de estabilidade oxidativa por
Rancimat (120°C) n&o apresentaram diferenca significativa quando comparados ao controle.

- A adicdo de 100 ppm de trans-resveratrol ao azeite de oliva extra virgem nas
condicbes do presente estudo ndo influenciou na estabilidade oxidativa do azeite e também
ndo alterou a sua composicao em 4cidos graxos mantendo-o dentro dos PIQ do 100C (2003).

- A atividade antioxidante da quercetina determinada pelo método DPPH, apresentou
maior percentual de sequestro de radicais livres, nas condigdes deste estudo, o que indica
maior atividade antioxidante.

- De acordo com os resultados obtidos por CLAE, nas condi¢des de armazenamento
adotadas neste estudo (teste acelerado, estufa a 60 °C, com fluxo de ar de 3L/h e num periodo
de 37 dias) provavelmente, todo o trans-resveratrol adicionado seria oxidado por volta do
vigésimo dia.

- Por ser este um estudo preliminar inédito, a escassez de dados publicados na
literatura e a ndo padronizacdo das metodologias reportadas por outros autores dificultaram a
comparacéo de resultados. Os dados existentes séo relacionados a adi¢do de trans-resveratrol
em outras matrizes lipidicas, tais como: 6leo de girassol e canola, com composic¢des diferentes

dificultando a comparagdo com o azeite de oliva.
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7. CONSIDERACOES FINAIS:

O fato da adicdo de 100 ppm de trans-resveratrol nédo ter alterado a estabilidade
oxidativa do azeite de oliva extra virgem, nos deu subsidios para a continuidade de estudos ja
programados no projeto de pesquisa 0s quais também avaliem a toxicidade do azeite
adicionado de trans-resveratrol por meio de ensaio biolégico e, se aprovado, a analise
sensorial com provadores treinados e futuros testes para avaliar se tal adicdo confere aumento
das propriedades funcionais do azeite de oliva extra virgem.

Também estdo previstos no mesmo projeto de pesquisa da Profé. Drd. Lucia Maria
Jaeger de Carvalho: a adicdo de outras concentragdes de trans-resveratrol a outros 6leos
comestiveis; a adi¢do de quercetina, que tendo uma maior atividade antioxidante que o trans-
resveratrol talvez pudesse levar a uma elevagdo do indice de estabilidade oxidativa no azeite
de oliva extra virgem; a observacdo de sinergismos entre trans-resveratrol e outros
antioxidantes; a observacdo do comportamento do trans-resveratrol adicionado ao azeite de
oliva extra virgem durante 0 armazenamento em temperatura ambiente (vida de prateleira), os
quais ndo foram objetivos da presente dissertacao.

Supondo que o azeite adicionado de trans-resveratrol apoOs testes de toxicidade
mostre-se indcuo e levando em consideragédo a estimativa, anteriormente relatada, baseada na
recomendacdo de ingestdo diaria de resveratrol sugerida pela ADA (2004) e no valor médio
de 2,57 mg/L trans-resveratrol encontrado no vinho tinto (Sautter et al., 2005), poder-se-ia
entender que em relacdo ao trans-resveratrol a recomendacdo didria da ADA (2004)
equivaleria a faixa de 0,62 a 1,23 mg de trans-resveratrol, que poderia ser suprida com 2 a 3
colheres de sopa de azeite de oliva extra virgem adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol.

A adicdo de trans-resveratrol a matrizes alimentares é interessante e viavel e ja existe
no mercado um iogurte de soja, sabor péssego, adicionado de trans-resveratrol cujo rétulo

informa que em cada 140 g do produto existem 2,60 mg de trans-resveratrol.
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ANEXO I: Curva de condutividade elétrica (us) versus tempo e célculos dos periodos de
inducdo (h) gerados pelo equipamento Rancimat 679 (Metrohm Co, Switzerland), a 110 °C,
para os azeites P1(canais: 4, 5 e 6) e P2 (1, 2 e 3), submetidos ao método de Schaal.
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ANEXO II: Curva de condutividade elétrica (us) versus tempo e célculos dos periodos de
inducdo (h) gerados pelo equipamento Rancimat 679 (Metrohm Co, Switzerland), a 120 °C,

para os azeites P1 (canais: 2, 4 e 6) e P2 (canais: 1, 3 e 5), submetidos ao método de Schaal.
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ANEXO IlI: Curva de condutividade elétrica (us) versus tempo e calculos dos periodos de
inducdo (h) gerados pelo equipamento Rancimat 679 (Metrohm Co, Switzerland), a 120 °C,

para os azeites: controle (canais: 1, 3 e 5) e com adicdo de 100 ppm de trans-resveratrol
(canais: 2, 4 € 6).

RSSO TETSmoESaTsE=CSmE S

METROAK €75 RaNCIMAT METHOD & RESULTS
B e e e e L T T T T I T Sl S
DRTE @7-87-12 TiME 12:58
t.0i¥= 1. 88 A — Y cn sepi.icent eval.i eval.2 evaL.3
123454 : s g; n
ks : - N 5
Ll 3 §.38 n
L %llEL o 6.8 h
i t‘;in 5 §.62 h
IRRR & .75 n
S
- \1111”
1 '.‘ irL i; :=;======f====—— e e = =====
it i HETROHM €75 RAMCIMAT RETHOD @&
FARAMETERS
tenperature 126 Cal
temperature correction .8 Cel
conductiviiy range 288 uS-ccem
evaluation modes 1/=vr-
delay time 48 h
paper feed 1 cmsh
cell constants: channel 1 g.28 -on
channel 2 B.728 scm
channel 3 §.83 ~scm
channel + 8.87 scm
— channel 3 B.86 scm
channei © .84 scm
measuring time 24 n
&nd mode: EF siop (1l
heater stap OFF
air stop OFF
HETROHE 575 RANCIMAT METHOD &
B e L s PR e e Ty



90

ANEXO 1V: Perfil cromatografico dos acidos graxos do azeite de oliva extra virgem

portugués (P1).
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ANEXO V: Perfil cromatografico dos &cidos graxos do azeite de oliva extra virgem portugués
(P2).
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ANEXO VI Perfil cromatogréafico dos acidos graxos do azeite de oliva extra virgem controle
(espanhol, E1).
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ANEXO VII: Perfil cromatografico dos acidos graxos do azeite de oliva extra virgem

espanhol adicionado de 100 ppm de trans-resveratrol.
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ANEXO VIII: Perfil cromatografico dos esterois do azeite de oliva extra virgem portugués
(P1).
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ANEXO IX: Perfil cromatografico dos esterois do azeite de oliva extra virgem portugués
(P2).
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ANEXO X: Perfil cromatografico dos esterois do azeite de oliva extra virgem controle
(espanhol, E1).
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