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Resumo

As azeitonas de mesa tém uma grande tradicdo em Portugal. A Regido de Tras-0s-
Montes e Alto Douro é a principal produtora de azeitona de mesa, nomeadamente da
cultivar “Negrinha de Freixo” que integra a DOP “Azeitonas de Conserva Negrinha de
Freixo”. Devido ao elevado amargor, as azeitonas nao podem ser consumidas direta-
mente da oliveira, por isso é necessario ser submetidas a processos de desamerizacao
(perda do amargor) para que fiquem “doces” de modo a possibilitar o seu consumo.

Neste sentido, com o presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito do CO; na
desamerizacdo de azeitonas da cultivar Negrinha de Freixo, assim com nas propriedades
fisicas e quimicas. As azeitonas foram colhidas num olival, em regime de sequeiro, lo-
calizado em Sucaes, préximo de Mirandela. Posteriormente as azeitonas foram submeti-
das a duas condic¢des de armazenamento, ou seja, em atmosfera normal (tratamento con-
trolo) e em atmosfera saturada CO, durante um periodo de um més. Durante este perio-
do avaliaram-se as diferencas nas propriedades sensoriais, organoléticas e fisicas (amar-
gor, textura, cor, cheiro e aparéncia) e quimicas (pH, compostos fendlicos totais, com-
postos fendlicos individuais, orto-difenois, antocianinas, a-caroteno, p-caroteno e ativi-
dade antioxidante) utilizando métodos colorimétricos e de HPLC-DAD. De acordo com
os resultados obtidos, ainda que preliminares, verificamos que de um modo geral as
azeitonas conservadas sob atmosfera saturada em CO, apresentaram diferencas signifi-
cativas nas propriedades sensoriais e organoléticas, no perfil de compostos fendlicos, no
teor em pigmentos e na atividade antioxidante, face as azeitonas mantidas sob atmosfera
normal. O perfil fendlico permitiu a identificacdo de diferentes compostos fendlicos
entre os quais se destacam o hidroxitirosol, tirosol, &cido caféico, rutina, verbascosido,
luteolina-7-O-glucoésido, luteolina-4-O-glucosido e a oleuropeina em quantidades supe-
riores a todos os outros. Observou-se uma diminuigdo mais acentuada da Oleuropeina
na atmosfera rica em CO, e também a maior perda de amargor. Com base nos resultados
obtidos, concluimos que a atmosfera rica em CO, permite uma redu¢do mais acentuada
de oleuropeina, composto responsavel pelo amargor caracteristico das azeitonas nédo
processadas, mas mantendo as caracteristicas funcionais e organoléticas das azeitonas,
neste ultimo caso verificou-se que o armazenamento sob CO, contribuiu para o desen-
volvimento de frutado a maca. Este processo de desamerizagcdo apresenta potencialida-

des para ser uma alternativa aos métodos industriais que usam produtos quimicos para a
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perda de amargor, utilizam volumes de aguas elevados e produzem efluentes, enquanto

0 armazenamento sob CO, ndo ha este tipo de problema e por isso € mais ecolégico

Palavras-chaves: Azeitona de mesa; atmosfera de CO,, amargor; oleuropeina; caracte-

risticas organoléticas, composi¢do quimica; atividade antioxidante.



Abstract

Table olives are a great tradition in Portugal. The region of “Tras-os-Montes e Al-
to Douro” is the major producer of table olives, namely Cv. “Negrinha de Freixo” that
integrates the DOP "Azeitonas Conservadas Negrinha de Freixo”. Outstanding the high
bitterness of olives, this fruit can’t be consumed directly from the olive tree, so it is33
necessary to submit them to loss of bittering process of loss of bitterness to make them
"sweet" in order to enable its for consumption. In this sense, the present work aims to
assess the effect of CO, in the submit them to loss of bittering process of olives (Cv.
“Negrinha de Freixo”), and evaluate this effect in physical and chemical properties. Ol-
ives were harvested in an orchard in conditions of rainfed, located in “Mirandela” in the
Northeast of Portugal. After the olives were subjected at two storage conditions, in
normal atmosphere (control treatment) and saturated CO, atmosphere, during a period
of one month and three weeks. During this period it was assessed differences in sensory
properties, physical and organoleptic (bitterness, texture, color, smell) and chemical
proprieties (pH, B-carotene, total phenolic compounds, individual phenolic compounds,
ortho-diphenols, anthocyanins, a-carotene, and antioxidant activity) using colorimetric
methods and HPLC-DAD. According to the results we found that generally the olives
stored under saturated atmosphere in CO; significant differences in sensory and organo-
leptic properties, phenolic profile, pigment content and antioxidant activity, as com-
pared to olives kept under normal atmosphere. The phenolic profile allowed the identi-
fication of various phenolic compounds among, hydroxytyrosol, tyrosol, caffeic acid,
rutin, verbascoside, luteolin-7-O-glucoside, luteolin-4-O-glucoside and oleuropein.

There was a greater reduction in the Oleuropein atmosphere rich in CO, and also a
greater loss of bitterness. Based on these results, we conclude that the CO,-rich atmos-
phere allows a sharper reduction of oleuropein (compound responsible for the character-
istic bitterness of the olives not processed), but preserve the functional and organoleptic
characteristics of olives, in relation to the latter characteristic was verified that storage
under CO, contributed to the developement of fruity apple. This process of submit
them to loss of bittering process has potential to be an alternative to industrial methods
that use chemicals to loss of bitterness, consuming high volumes of water and produces
effluents; while the CO, storage it is more ecologic.

Keywords: Table olive; CO, atmosphere, bitter3ness; oleuropein; organoleptic proper-

ties, chemical composition; antioxidant activity.
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Capitulo 1

Introducao e Objetivos







1.1-Introducéo e Objetivos

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore tipica do clima mediterranico, com mai-
or predominéncia nos paises da bacia do mediterraneo. A principal utilizacdo da azeito-
na é a extracao de azeite e secundariamente o processamento para azeitona de mesa. Em
Portugal, a cultura da oliveira tem uma importancia econdémica elevada, estando espa-
Ihada um pouco por todo o territério nacional, mas € sobretudo na regido de Tras-0s-
Montes e Alto Douro, Beiras e Alentejo que ocorre a sua maior concentracdo. De acor-
do com os dados mais atuais da FAO (FaoStat, 2014), Portugal produz cerca de 389900
toneladas de azeitonas, correspondendo a 345700 hectares e a uma produtividade de
1128 kgha™. Ainda segundo a mesma fonte, Portugal produziu no ano de 2012 cerca de
79600 toneladas de azeite. A azeitona de mesa é considerada um aperitivo indispensével
na dieta mediterrdnica com elevado valor biolégico e nutricional e que acompanha al-
guns pratos tipicos desta dieta.

Para o processamento da azeitona de mesa, sao escolhidas fundamentalmente cultiva-
res cujos frutos apresentam caracteristicas fisicas capazes de suportar as condi¢des de
processamento. Entre essas caracteristicas destaca-se a forma, o volume, a firmeza, bem
como a relacdo polpa/caroco, que as tornam adequadas ao processamento, de modo a
remover o0 seu amargor e torna-las ediveis (COI/OT/NC n°1,2004). No passado, para a
perda do amargor e conservacdo de azeitona era utilizada sobretudo a fermentacéo natu-
ral em salmoura em talhas de barro, tendo este procedimento muito pouco de tecnolo-
gia, mas muito de tradicdo e sabedoria popular. Atualmente, existem outros métodos de
processamento da azeitona de mesa, desde fermentacdo natural, azeitonas verdes tipo
espanhol, azeitonas pretas oxidadas, sendo no entanto o métodos de fermentacdo natural
um dos mais importantes no que respeita ao valor nutricional e biolégico deste alimen-
to.

Com o presente trabalho pretende-se estudar o efeito do armazenamento da azeitona
em atmosfera saturada em CO,, em comparagdo com a atmosfera normal (isto é, sem
CO,), sobre a evolugéo das caracteristicas fisicas, quimicas e qualitativas da azeitona de
mesa da cultivar Negrinha do Freixo. Pretendemos estudar a hipotese de um método
eficiente, que mantenha as caracteristicas da azeitona desta cultivar, mas que remova o
amargor e que reduza o tempo de processamento. Para conseguir atingir este objetivo

final pretendemos alcancar 0s seguintes objetivos:



- Estudar o efeito do CO; na diminui¢do do amargor, ou seja na diminui¢do do
composto fenolico responsavel por esta carateristica, a oleuropeina, no menor
tempo possivel com um método facil e de baixo custo;

- Avaliar o efeito da conservacdo em atmosfera saturada de CO, nos parametros
fisico-quimicos da azeitona, como a textura, cor, fendlicos totais, perfil fendlico,
pigmentos e antocianinas e atividade antioxidante nas azeitonas;

- Analisar a aceitabilidade por parte do consumidor durante o periodo de armaze-
namento das azeitonas sujeitas ao tratamento com CO,

O presente trabalho apresenta-se estruturado em 5 Capitulos: o Capitulo 1, onde se
encontram definidos os objetivos; no capitulo 2 é realizada uma revisdo bibliogréafica
sucinta sobre a caracterizacdo da azeitona de mesa e métodos de processamento e tam-
bém da-se enfoque a importancia da azeitona de mesa em Portugal; no capitulo 3 séo
descritos 0 material e métodos utilizados no estudo; no capitulo 4 onde séo apresentados
e discutidos os resultados obtidos, no Gltimo, o capitulo 5 inclui as conclusdes e consi-
deragdes futuras. Por Gltimo indicam-se as referéncias bibliograficas citadas ao longo do

trabalho.



Capitulo 2
A Azeitona de Mesa







2.1- Definicdo de azeitona de mesa

Com uma pratica e tradicdo muito antiga a producéo de azeitona para mesa é realiza-
da por todo o mundo. “Entende-se por “Azeitona de mesa” o produto preparado a partir
de frutos de variedades apropriadas da espécie Olea europaea L. num estado de matura-
cdo conveniente, que sdo submetidas a tratamentos e operagfes que assegurem as suas
caracteristicas e uma boa conservacdo” (Norma Portuguesa NP-3034, 2012). “Na esco-
Iha da matéria-prima para processamento das azeitonas de mesa deve ter-se em conta
alguns fatores que poderdo comprometer a qualidade final do produto, entre os quais, a
escolha da cultivar, o volume e forma do fruto, a proporcao da polpa em relacdo ao ca-
roco e as caracteristicas da polpa, sobretudo o sabor, a firmeza e a facilidade de separa-
cao do caroco em relagdo a polpa” (Norma Portuguesa NP-3034, 2012). Ainda segundo
esta norma, deve-se ter o cuidado de ndo usar frutos tratados com produtos quimicos,
como sejam os pesticidas ou outros produtos quimicos/residuos, que possam por em
causa a saude humana.

Ainda de acordo com o Codex Alimentarius (2010), “entende-se por “Azeitona de
mesa” o produto preparado a partir de frutos sdos da variedade da espécie Olea euro-
paea L., escolhidos consoante as suas caracteristicas fisico-quimicas e que os tornam
adequados para 0 processamento de azeitonas de mesa, processado para remover o
amargor, conservados por meios que asseguram a sua estabilidade e evitam a sua deteri-
oracdo em condi¢Oes normais de armazenamento, com ou sem adi¢do de conservantes e

embalados, com ou sem meio liquido”.

2.2 — Anatomia Geral do fruto da Oliveira

A oliveira cultivada pertence a familia das Oleaceae (do latim Olivum), é uma arvore
dicotileddnea, que pertence ao género Olea. Este género inclui pelo menos 30 a 35 es-
pécies, pertencentes a familia Oleaceae, subfamilia Oleoideae (Therios, 2009). Dentro
desta familia a espécie Olea europaea L. é a Unica que apresenta frutos comestiveis
(COl, 1996; Barranco et al., 2001; Therios, 2009).

Botanicamente o fruto da oliveira, a azeitona, € uma drupa, formada por uma unica
semente e trés tecidos principais (Figura 1): epicarpo (pele), mesocarpo (polpa) e endo-

carpo (carogo) (Barranco et al., 2001; Cabezas, 2011).



Mesocarpo

Endocarpo

Epicarpo

Figura 1- Corte transversal de uma azeitona e representacdo dos tecidos principais (Fonte: apontamentos

da aula de Olivicultura)

Os trés tecidos principais apresentam proporcdes distintas, sendo o de maior dimen-
sd0 0 mesocarpo, representando 84-90% do peso total (Galanakis, 2011; Ghanbair et al.,
2012), em seguida o tecido de maior dimensdo é o endocarpo, estando dependente da
cultivar (Hammami et al., 2011). Para azeitona de mesa da-se preferéncia a azeitonas
com um mesocarpo elevado (peso unitario da azeitona superior a 4g) e a relagdo meso-
carpo/endocarpo tem de ser desproporcional, ou seja, mesocarpo com maior peso em
relacdo ao endocarpo, a forma e a textura sdo aspetos relevantes das azeitonas de mesa
(Ghanbari et al., 2012).

2.3- Classificacao das azeitonas

Segundo o Concelho Oleicola Internacional COI (2004) o Codex Alimentarius
(2010) e a Norma Portuguesa NP — 3034 (2012), as azeitonas de mesa, podem ser cate-
gorizadas em trés tipos de acordo com o estado de maturacéo:

i) Azeitonas Verdes: os frutos sdo colhidos durante o periodo de amadurecimento
(inicio de Outubro), antes de ter uma cor rosada, mas os frutos ja atingiram o calibre

ideal. A cor do fruto pode variar de verde a amarelo-palha (Figura 2).



Figura 2- Azeitonas no estado de maturacgdo verde. (Fonte: http://eblaldeiajoanes-

fotos.blogspot.pt/2012/11/azeitonas-poema-numerico.html)

i) Azeitonas mistas: os frutos séo colhidos antes de atingirem a maturagdo com-
pleta, no Outono, com uma cor variavel do epicarpo ou (exocarpo), entre tons rosados e

acastanhados (Figura 3), mas com 0 mesocarpo totalmente branco.

P

Figura 3- Azeitonas no estado de maturagdo mista (Fon-
te:http://guiaalimentacaosaudavel.blogspot.pt/2012/10/0s-beneficios-das-azeitonas-e-do-azeite.html):



iii) Azeitonas pretas: frutos colhidos em plena maturacdo ou ligeiramente antes.
A cor dos frutos pode variar de negro-avermelhado a castanho-escuro passando por tons
violaceos, dependendo da zona e da época da colheita (Figura 4).

Figura 4- Azeitona no estado de maturagdo pretas (Fonte:

http://jcoimbra.files.wordpress.com/2007/11/azeitona.jpg)

As azeitonas de mesa além de serem classificadas pelo estado de maturacéo e de
acordo com a Norma Portuguesa NP — 3034 (2012) e o COI (2004), também se classifi-

cam pelo processamento tecnoldgico e assim temos:

i) Azeitonas verdes, mistas ou pretas tratadas: sdo submetidas a um tratamento al-
calino, embaladas em salmoura, onde ocorre fermentacdo parcial ou completa. A sua
conservacao pode ser assegurada por adicdo de agentes acidificantes, por esterilizagdo
ou pasteurizacéo.

ii) Azeitonas verdes, mistas ou pretas ao natural: ndo sdo submetidas a qualquer
tratamento prévio, sdo colocadas diretamente em salmoura, onde ocorre uma fermenta-
cdo total ou parcial, conservadas por fermentacao natural.

iv) Azeitonas verdes, mistas ou pretas desidratadas ou enrugadas: submetidas ou
ndo a um ligeiro tratamento alcalino. Conservadas em salmoura ou parcialmente desi-
dratadas com sal seco e/ou por aquecimento ou qualquer outra aplicagdo de outro pro-
cesso tecnoldgico.

v) Azeitonas verdes ou mistas escurecidas por oxidagdo: sdo obtidas de frutos que

ndo atingiram a maturagdo completa, ocorrendo ou ndo a fermentacdo. A azeitona, in-
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dependentemente da cor, é escurecida por oxidacdo com ou sem meio alcalino. Devem
ser acondicionadas em salmoura e preservadas por esterilizacdo. A sua cor preta € ho-

mogeénea.

Segundo o Codex Alimentarius (2010), existe ainda uma outra classificacdo no que
refere ao processo tecnoldgico:

i) Especialidades: sdo azeitonas de mesa preparadas segundo outros métodos que
ndo os anteriores. Pode-se considerar as “alcaparras” como exemplo, tipicas em Tras-

o0s-Montes.

Existe ainda de acordo com a NP — 3034 (2012) e as normas do Codex Alimentarius
(2010), um terceiro fator a considerar na classificacdo das azeitonas de mesa que € a

forma de apresentacéo e assim estas podem ser classificadas como:

a) Azeitonas Inteiras: com forma natural, ndo descarocadas, com ou sem pedincu-
los;
e Retalhadas: azeitonas inteiras onde a polpa é golpeada sem quebrar o caroco;
e Divididas: azeitonas inteiras que sofrem um corte longitudinal da pele e da

parte da polpa.

b) Azeitonas descarocadas: com forma natural, as quais foi retirado o caroco;

¢ Divididas: azeitonas cortadas em duas partes aproximadamente iguais perpen-
dicularmente ao maior eixo do fruto, podendo ser recheadas;

e Em quartos: azeitonas divididas em quatro partes aproximadamente iguais;

e Em fatias: azeitonas divididas em mais de quatro partes aproximadamente
iguais;

e Picadas: azeitonas desprovidas de forma ou de fragmentos de fatias;

e Quebradas: azeitonas partidas enquanto sdo descarocadas, podem ser rechea-

das.

c) Azeitonas recheadas: azeitonas descarocgadas e recheadas com diversos produtos,
tais como: pimento, cebola, aveld, améndoa, aipo, anchdva, casca de laranja, casca de

liméo, azeitonas ou com pasta de azeitonas;
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e Em metades: frutos recheados e cortados em duas partes aproximadamente
iguais;
e Em rodelas: frutos recheados e cortados em fatias sensivelmente com a mes-
ma espessura.
d) Pasta de azeitonas: € constituida por polpa de azeitona triturada finamente, po-
dendo ser adicionados outros ingredientes.

2.4- Metodos de processamento e conservacao da azeitona de

mesa

As azeitonas ao contrario dos outros frutos necessitam de sofrer alteracdes fisico-
quimicas, com o objetivo de se tornarem paletaveis, preservando as caracteristicas
exclusivas do fruto e possibilitando a conservacdo por um maior periodo de tempo
(Bianchi, 2003).

As alteragdes fisico-quimicas sdo indispensaveis para extrair o amargor altamente
excessivo, da azeitona, que se deve em grande parte a presenca do composto fendlico
oleuropeina (Gémez et al., 2006; Ben Othman et al., 2009; Aponte et al., 2010).

Devidas as modifica¢bes que as azeitonas sofrem pelo processo de fermentacdo vao
proporcionar modificagdes no aroma, no sabor e na qualidade do produto final estas
modificacdes sO sdo possiveis devido a atividade das bactérias lacticas e leveduras
presentes no decorrer da fermentacdo (Bautista - Gallego et al., 2011).

De acordo com os seguintes autores (Aponte et al., 2010; Bautista-Gallego et al.,
2011; Ghanbari et al., 2012; Malheiro et al., 2012) consideram entre diversos métodos
de processamento de azeitonas de mesa, temos trés com maior relevancia a nivel
internacional: azeitonas de fermentacdo natural (estilo grego); azeitonas verdes
(estilo sevilhano ou espanhol); e as azeitonas pretas oxidadas (estilo californiano ou

americano)

2.4.1- Azeitonas de fermentacdo Natural

Na fermentacdo natural e enquanto a azeitona mantem uma textura firme e um
tamanho normal independentemente da sua condicdo de maturacdo as azeitonas sdo

colhidas (Panagou et al., 2011; Charoenprasert & Mitchell, 2012). Os frutos podem
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apresentar coloracdes que variem desde verde a vermelho-escuro dependendo da regido
de producéo e da época de colheita e serem exatamente ideais para a preparacdo deste
tipo de azeitonas (Ferndndez et al., 1997).

Posteriormente a colheita, as azeitonas sdo levadas para uma unidade industrial, o
mais rapidamente possivel para minimizar perdas na qualidade das azeitonas, sdo
selecionadas e removidos os frutos com defeito, calibradas e posteriormente lavadas
com &gua para eliminar a sujidade superficial (Fernandez et al., 1997; Nychas et al.,
2002). Apos estes procedimentos, sdo diretamente colocadas em salmoura com uma
concentracdo de sal (NaCl) a oscilar entre 8% e 10% (Tassou et al., 2002; Rejano et al.,
2010; Panagou et al., 2006; Gomez et al., 2006). Os autores referem Hurtado et al.
(2008); Aponte et al. (2010), que assim comecga uma fermentacdo natural e espontanea,
(Figura 5) que se pode dar em condicBes de anaerobiose ou aerobiose e pela qual
estimulada, na sua maioria, por uma complexa microflora de leveduras, cuja atividade é
despertada pela elevada quantidade de sal usado. E de referenciar que também
interagem bactérias gram-negativas e bactérias &cido-lacticas (Panagou et al., 2011),
ficando estas parcialmente inibidas devido a presenca de compostos fenélicos (Bautista-
Gallego et al., 2011). A hidrdlise da oleuropeina durante o processo de fermentacédo é
atribuida ao pH é&cido e a atividade B-glucosidase gerada pelas leveduras (Psani &
Kotzekidou, 2006). A demorada difusdo dos compostos sollveis através da pele da
azeitona para o exterior provoca uma lenta fermentacdo destas azeitonas, bem como a
lenta solubilizacdo da propria oleuropeina na salmoura, encontrando-se um equilibrio
entre 8 a 12 meses (Ferndndez et al., 1997; Gomez et al., 2006; Hurtado et al., 2008),
quando se esgotam todos os substratos fermentaveis, na sua maioria agucares, (Cardoso
etal., 2010).

A flora microbiana disponivel limita o processo de fermentacdo, que por sua vez
depende dos substratos fermentéaveis, do contetdo de sal, do pH e da temperatura, bem
como das condicbes de anaerobiose ou aerobiose utilizadas e dos compostos
antimicrobianos presentes, como os compostos fendlicos. Sendo assim e atendendo a
aperfeicoar a fermentacdo e produzir produtos de elevada qualidade é indispensavel
controlar estes parametros que afetam o metabolismo da microflora existente (Nychas et
al., 2002, Panagou et al., 2008; Tofalo et al., 2012). Depois de concluido o processo de
fermentacdo e de modo a melhorar a cor, as azeitonas séo oxidadas por exposic¢ao ao ar,

ndo devendo exceder este passo mais de 48 horas, para ndo se dar o enrugamento das
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mesmas (Gomez et al., 2006: Rejano et al., 2010). No que concerne as caracteristicas
fisicas e sensoriais, a fracdo fendlica das azeitonas é de extrema relevancia (Marsilio et
al., 2001), demonstrando ainda propriedades antioxidantes (Othman et al., 2009) e
antimicrobiana (Sousa et al., 2006), sendo fundamental mencionar que 0s compostos
fenolicos principais nas azeitonas pretas antes de sofrerem a fermentagdo natural sdo a
oleuropeina, hidroxitirosol, hidroxitirosol-4-p, glucésido, tirosol, salidrosido e
verbascosido, decorridos 12 meses de fermentacdo os principais compostos fenolicos
passam a ser o hidroxitirosol, sequido por hidroxitirosol acetato, tirosol acetato e tirosol
(Romero et al., 2004).

Segundo os autores Fernandez et al. (1997) depois de terminar o processo de oxida-
cdo, as azeitonas podem ser embaladas numa nova salmoura adequada e comercializa-
das imediatamente necessitando de ser sempre garantida a sua conservacao mediante
processos de pasteurizacdo ou esterilizacdo do produto (Cabezas, 2011), ou adicdo de
substancias conservantes como o sorbato de potassio ou sorbato de sddio (Fernandez et
al., 1997; Gomez et al., 2006).

Colheita |::> Lavagem
Oxidacao por Salmoura (NaCl 8-10%)
exposicao ao ar e Fermentacdo
Seleccdo/Classificacdo |:> Armazenamento

Figura 5- Fluxograma do processamento da Fermentacdo Natural das Azeitonas.
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Os autores Barranco et al. (2001); Romero et al. (2004); Kanavouras et al. (2005);
Cabezas, (2011); Panagou et al. (2011) evidenciam que as azeitonas produzidas seguin-
do o método de fermentacdo natural, com ou sem adicao de substancias aromaticas tém
um gosto a fruto mais realcado e preservam um brando amargor, devido basicamente a
presenca de polifendis residuais, ocasionando um produto de alto valor nutritivo, com

uma textura e cor caracteristicos

2.4.2- Azeitonas Verdes

Segundo alguns autores (Fernandez et al., 1997; Romero et al., 2004) referem que na
preparacdo das Azeitonas Verdes (Estilo Espanhol ou Sevilhano), o primeiro passo a
efetuar para o processamento € a colheita das azeitonas com uma coloragdo verde ou
verde-palha. Sucessivamente, sdo transportadas para a unidade industrial onde sdo esco-
Ihidas, classificadas por calibres, e submetidas a um tratamento alcalino com uma solu-
cdo de hidroxido de sodio (NaOH) com o objetivo de remover quimicamente o seu
amargor (Gémez et al., 2006; Rodriguez-Gémez et al., 2012) e a elevar a permeabilida-
de da parede celular (Arroyo-Lépez et al., 2008). Um estudo realizado por Parinos et al.
(2007) menciona que no decorrer deste processo ha a hidrolise da oleuropeina, que é
labil em condicdes alcalinas. Este tratamento deve persistir até que o NaOH alcance
cerca de dois tercos da polpa (Parinos et al., 2007; Rejano et al., 2010; Rodriguez-
Gomez et al., 2012). A concentracdo de NaOH adequada esta dependente de diversas
condi¢cdes como a temperatura, a cultivar, o grau de maturacdo dos frutos (Fernandez et
al., 1997) e a qualidade da 4gua da salmoura (Rejano et al., 2010).

De acordo com os alguns estudos (Soler-Rivas et al., 2000; Castro & Brenes, 2001)
aludem que depois do tratamento alcalino, os frutos sdo sujeitos a determinados ciclos
de lavagem com agua por periodos de tempo variaveis, com o objetivo de diminuir dras-
ticamente o excesso de NaOH. Prepara-se uma salmoura, onde vao ser colocados 0s
frutos, com concentracdo variavel entre 6% e 8% onde ocorre uma fermentacédo lactica
natural, principalmente por bactérias lacticas (Montafio et al., 2003; Panagou et al.,
2006; Aponte et al., 2010; Rodriguez-Gomez et al., 2012). A durabilidade da fermenta-
cao segundo (Fernandez et al., 1997) depende das caracteristicas do tratamento alcalino

prévio, da cultivar, da temperatura, e 0s autores Brenes et al. (1995) acrescentam ainda
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que depende da populagcdo microbiana presente e da presenca de compostos inibidores,
como 0s compostos fendlicos.

Consegue-se identificar quatro fases distintas ao longo da fermentacdo, caracteriza-
das pelo crescimento de diferentes popula¢Ges microbianas (Montafio et al., 2003).

Na primeira fase as principais espécies presentes sdo as bactérias gram-negativas, na
sua maioria pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A segunda fase comeca regular-
mente quando o pH do meio baixa para 6 e dura cerca de duas semanas, havendo um
crescimento progressivo de bactérias acido-lactico e leveduras e uma diminuicdo pro-
gressiva de bactérias gram-negativas. Na terceira fase, surge um abundante desenvolvi-
mento de lactobacillus, especialmente Lactobacillus plantarum tornando-se a espécie
preponderante na fermentacdo (Fernandez et al., 1997; Panagou et al., 2006; Rejano et
al., 2010).

O desenvolvimento desta bactéria lactica incita o aumento da acidez do meio, pelo
aumento da producdo de acido lactico, obtendo-se assim valores de pH muito reduzidos
(Panagou et al., 2006). Ja a quarta e Gltima fase inicia quando a maioria dos substratos
fermentaveis finda, advindo uma diminuicdo do &cido lactico e um ligeiro aumento do
pH, sendo o principal género presente Propionibacterium (Fernandez et al., 1997; Bar-
ranco et al., 2001).0 estudo realizado por Hurtado et al. (2008) declara que no entanto,
a populacdo microbiana presente na salmoura é também influenciada pelo microbiota
natural existente nas azeitonas, por fatores intrinsecos do fruto como o pH, atividade da
agua ou ainda pelos niveis de compostos com atividade antimicrobiana, como a oleuro-
peina, e por outros fatores extrinsecos ao fruto como a temperatura, a disponibilidade de
oxigenio e a concentracdo de sal na salmoura. Quando ocorre 0 esgotamento dos subs-
tratos fermentaveis e estiver concluida a fermentacao, as azeitonas sdo novamente esco-
Ihidas e classificadas por calibre e sdo armazenadas inteiras, descaro¢adas ou recheadas
(Gémez et al., 2006; Arroyo-Lopez et al., 2008). De forma a regularizar e garantir a
conservacao do produto final (Figura 6), as azeitonas embaladas podem ainda ser sujei-

tas a um processo de pasteurizacao (15 minutos a 62,4°C) (Fernandez et al., 1997).
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Colheita Tratamento Alcalino
(NaOH 2-5%)
Salmourae Lavagern
Fermentacdo g

Armazenamento
Lavagem |:> (Inteiras /descarocadas

ou recheadas)

Figura 6- Fluxograma do processamento das azeitonas verdes (Estilo Espanhol)

2.4.3- Azeitonas Pretas Oxidadas

Descrevendo o processamento das azeitonas pretas oxidadas (Figura 7), também de-
nominadas por Estilo Californiano ou Americano, as azeitonas usadas sdo colhidas an-
tes de alcancar a plena maturagdo, quando a sua cor esta a comecar a modificar (Rejano
et al., 2010). Apo6s a colheita e antes de se iniciar 0 processamento as azeitonas podem
ser armazenadas durante um periodo de 2 a 6 meses, tendo em atencdo as necessidades
de producdo sob condi¢bes anaerdbias numa salmoura com uma concentracdo de NaCl
de 5-10% (Bianchi, 2003; Mafra et al. 2003), ou podem ser submetidas diretamente a
processos de oxidacdo sem qualquer tipo de conservagdo (Gomez et al., 2006; Ghanbari
et al., 2012).0s autores Marsilio et al. (2001) mencionam que as azeitonas sdo entdo
sujeitas a tratamentos consecutivos com solugdes de NaOH, por periodos de tempo va-
ridveis, de forma que aconteca uma penetracdo progressiva desde a pele a polpa e, por
fim, ao caroco. No intervalo de cada tratamento, os frutos sdo arejados atraves das pas-
sagens de ar pelo liquido, de modo a que estas fiquem oxidadas uniformemente (Mafra

et al., 2003; Arroyo-Lopez et al., 2010). Dependendo do estado de maturagdo dos fru-
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tos, da cultivar, da temperatura do tratamento e da penetracdo desejada, a concentracéo
das solucdes de NaOH também varia (Fernandez et al., 1997; Gomez et al., 2006; Reja-
no et al., 2010).

E indispenséavel evidenciar o valor dos compostos fenélicos ao longo deste processo,
pois estes representam o substrato para as enzimas oxidativas fundamentais para a for-
macao da cor negra prépria desta azeitona (Marsilio et al., 2001).

Posteriormente as lavagens com &gua para retirar o excesso de NaOH e baixar o pH
da polpa para mais ou menos 8 (Marsilio et al., 2001; Bianchi, 2003), sdo acrescentados
sais de ferro, como o gluconato ferroso eu lactato ferroso, para preservar a cor preta dos
frutos (Soler-Rivas et al., 2000; Pereira et al., 2006; Arroyo-Lopez et al., 2008). Por
ultimo, os frutos s&o selecionados e acondicionados em salmoura, em diversos recipien-
tes, incluindo ainda uma ligeira quantidade de um dos sais de ferro indicados, de forma
a precaver a deterioracdo da cor negra. Consegue-se garantir a preservacdo do produto
final, submetendo-o a esterilizagdo pelo calor (Ghanbari et al., 2012). Para tornam um
produto acidificado faz-se a adi¢do de acido, como o &cido lactico ou gluconico, atin-
gindo o (pH <4,6), ou a pasteurizacdo (Gomez et al., 2006). As azeitonas sao entdo em-
baladas em diferentes formatos de apresentacdo como inteiras, descarocadas, fatiadas ou

em pasta de azeitona (Gomez et al., 2006; Arroyo-Lépez et al., 2008).

Colheita Conservacdo em
Salmoura

Lavagem com injeccdo <:| Tratamento Alcalino

do ar (Gluconato o
terroso 0,1%) (NaOH 1-2%)

&

Armazenamento
Seleccdo e Classificacdo |::> (Inteiras /descarocadas

ou recheadas)

Figura 7- Fluxograma do processamento das azeitonas pretas oxidadas.
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2.5-Valor nutricional da azeitona e atividade bioldgica
2.5.1- Composicdo quimica

A azeitona de mesa é um componente integrante relevante na dieta Mediterranea
(Anniva & Tsimidou, 2009).

Em relacdo & composi¢do quimica, os frutos da oliveira sdo constituidos por 60-75%
de humidade (Cardoso et al., 2010; Fernandez et al., 1997; Sousa et al., 2011; Malheiro
et al., 2012; Nogueira, 2012; Romeo et al., 2012), 12 a 20% de gordura (Malheiro et al.,
2012; Nogueira, 2012), 1 a 4% teor em cinzas (Romeo et al., 2012), 2 a 3,5% de protei-
nas (Conde et al., 2008; Nogueira, 2012) e 3 a 5% de hidratos de carbono (Malheiro et
al., 2012; Nogueira, 2012). O seu valor energético varia entre 150 a 205 Kcal/100g de
azeitona (Sousa et al., 2011; Nogueira, 2012; Malheiro et al., 2012).

Segundo alguns estudos (Fernandez et al., 1997; Conde et al., 2008) em grande parte
a polpa da azeitona € constituida por agua, de 70 a 75% e uma fracdo lipidica que varia
entre 14 e 15 % nas azeitonas verdes e cerca de 30% do peso da polpa nas azeitonas
pretas.

Em relacdo ao teor de acucar apresenta um reduzido teor (2-5%) e proteina (3%)
sendo o excedente composto por fibras e cinzas (Conde et al., 2008).

Em termos da fracdo lipidica das azeitonas de mesa exibe uma composi¢édo idéntica a
do azeite, prevalecendo os acidos gordos monoinsaturados, com o &cido oleico como o
composto principal, e um teor em acidos gordos saturados que ndo excedem 15% do
total dos lipidos (Conde et al., 2008; Sakouhi et al., 2008). Na generalidade os acidos
gordos encontram-se na forma de triglicéridos e a quantidade em &cidos gordos livres é,
de um modo genérico baixo (Bianchi, 2003).

Na polpa o principal acUcar livre presente € a glucose (1 a 3% do peso da polpa) em
segundo a frutose (0,1 a 1,1 %) e com reduzidas concentracdes de xilose, sacarose e
manitol (Nout & Rombouts, 2000).

No que diz respeito aos acidos organicos, 0s acidos oxalico, sucinico, malico e citri-
co existem em proporcdes entre 1,2 a 2,1% do peso da polpa em matéria-seca (Bianchi,
2003).
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2.5.2- Atividade bioldgica e atividade antioxidante

Devido essencialmente ao seu elevado teor em compostos fenolicos as azeitonas
mostram marcantes propriedades bioldgicas tais como (Ryan et al., 2002; Silva et al.,
2006; Savarese et al., 2007) antimicrobianas (Sousa et al., 2006; Medina et al., 2007) e
propriedades antioxidantes (Owen et al., 2003; Pereira et al., 2006; Ben Othman et al.,
2009; Malheiro et al., 2011).

O estudo realizado por Satoh et al. (2005) exp6e que no decorrer do metabolismo ce-
lular sdo originadas espécies reativas de oxigenio que, em contacto com concentragdes
elevadas, tem uma acdo toxica no organismo humano. As células detém defesas intrace-
lulares, particularmente enzimas (superdxido dismutase, catalase ou glutationa peroxi-
dase) para as defender contra niveis desmesurados de radicais livres. Uma protecdo
complementar pode ser provida com a adi¢cdo exdgena de compostos tais como vitamina
(A e E), minerais (selénio, zinco) ou proteinas (transferrina, albumina) (Ostrovidov et
al., 2000), acidos lipoicos, e flavénoides (ex: apigemina e luteolina) entre outros (Valko
et al., 2007).

Desta forma, nomeadamente aqueles compostos conseguidos através da dieta alimen-
tar que promovem processos de destoxificacdo e aprisionamento e supressao de com-
postos radicalares bem como processos anti-inflamatdrios, atribuir-se uma elevada im-
portancia como provaveis agentes protetores que auxiliem o corpo humano na reducéo
dos danos oxidativos. Como se verifica uma preciosa composicdo, da azeitona, neste
tipo de compostos, tais como os carotenoides, tocoferdis, flavondides e compostos fend-
licos (Savarese et al., 2007), apresenta importantes propriedades antioxidantes (Ben
Othman et al., 2009).

Existe uma imensa diversidade de composto fendlicos nas azeitonas, com um papel
primordial nas propriedades quimicas e organoléticas e nutricionais das azeitonas de
mesa e do azeite virgem (Rodriguez et al., 2009). Acidos fendlicos, flavonoides e sacoi-
ridoides sdo as classes principais de compostos fendlicos na azeitona de mesa (Ryan &
Roberts, 1998; Brenes et al., 1999; Soler-Rivas et al., 2000; Owen et al., 2000; Owen et
al., 2003; Vinha et al., 2005).

Os polifendis encontrados nas azeitonas ndo processadas sao essencialmente o secoi-
ridoide oleuropeina, o hidroxitirosol e tirosol (Uccella, 2001; Bianchi, 2003; Blekas et
al., 2002; Conde et al., 2008).
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2.5.3- Atividade antimicrobiana

Multiplos estudos tém revelado que para alem da atividade antioxidante, ha a exis-
téncia de atividade antimicrobiana dos compostos fenolicos presentes nas azeitonas
(Malheiro et al., 2012) vindo estes ser uma opg¢ao natural ao uso indiscriminado de anti-
biodticos e conservantes quimicos (Oliveira et al., 2008). Os compostos fenolicos presen-
tes nas azeitonas de mesa podem ser considerados bons candidatos como agentes anti-
microbianos, para utilizar contra bactérias responsaveis para infe¢fes gastrointestinais e
infecOes respiratorias no ser humano (Pereira et al., 2006). Estes compostos podem ser
empregados também como aditivos alimentares alternativos em detrimento de compos-
tos quimicos, por apresentarem atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos.

Em conformidade com Nouts & Rombouts (2000), os compostos fendlicos realizam
um papel importante na fermentagdo devido as suas propriedades antimicrobianas, par-
ticularmente contra bactérias lacticas e na evolucdo da cor do fruto durante a maturacédo
do processo de escurecimento das azeitonas pretas oxidadas.

Dos compostos fendlicos presentes na azeitona de mesa que tém apresentado propri-
edades antimicrobianas, realga-se o hidroxitirosol (Medina et al., 2007) e a oleuropeina
(Bisignano et al., 1999; Furneri et al., 2002).0Os seguintes autores Bisignano et al.
(1999) averiguaram que o hidroxitirosol e a oleuropeina sdo capazes de impedir o cres-
cimento das bactérias Haemophilus influenzae, Moraxella catanhalis, Salmonella typhi,
Vibrio parahaemolyticus e Salmonella aureus. No estudo de Furneri et al. (2002) foi
apurarado que a oleuropeina impedia o crescimento de Mycoplasma hominis, Myco-
plasma fermentans, Mycoplasma pneumoniae e Mycoplasma piru. Em outros estudos
podemos ainda confirmar que estes compostos podem também impedir ou retardar a
taxa de crescimento de algumas bactérias patogénicas dos tratos gastrointestinal e sis-
tema respiratorio, nomeadamente a Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae e Vibrio alginoliticas (Briante et al., 2004).

Em Portugal, atestou-se que aproveitando extratos produzidos a partir de azeitona de
mesa, que estes eram capazes de impossibilitar o crescimento das bactérias Bacillus
cereus, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneu-

moniae (Pereira et al., 2006).
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2.6- Fatores que influenciam a composic¢ao nutricional e o va-

lor bioldgico da azeitona de mesa

Quando analisamos a composicao nutricional e o valor bioldgico de qualquer pro-
duto agricola, verificamos que estes sdo sempre influenciados por um grande niumero de
fatores. O mesmo sucede para a azeitona de mesa. Fatores como condi¢des climatéricas,
cultivares usadas e o estado de maturacgdo no instante da colheita, restringem a composi-
cdo final da azeitona e cooperam para a qualidade do produto final (Conde et al., 2008).

Relacionado a estes fatores conseguimos ainda incluir o processamento da azeito-
na de mesa, principalmente no que diz consideracdo ao tratamento alcalino e a fermen-
tacdo, os quais incitam alteracGes fisico-quimicas do fruto. Os autores Unal & Nergiz
(2003) referem que o processamento efetuado a azeitona para a tornar palatavel, bem
como a salmoura usada fazem com que o teor em humidade, cinzas e NaCl aumente. Ja
as consecutivas lavagens dos frutos e imersdes tanto em solucdes alcalinas como salinas
de modo a possibilitar uma correta eliminacdo do amargor e fermentacdo dos frutos,
respetivamente, faz com que haja um aumento do teor de &gua nas azeitonas. No que
respeita ao aumento consideravel em cinzas, estas revertem da penetracdao de NaCl (pre-
sente na agua de salmoura) na polpa dos frutos. Na razdo inversa, logo nas primeiras
semanas de armazenamento os agucares redutores desaparecem por absoluto até ao final
da fermentacdo (Unal & Nergiz, 2003), porque acontece a difusdo dos agucares (com-
postos fermentaveis) ao longo da fermentagdo através da pelicula do fruto para a solu-
cdo (Gbémez et al., 2006). Os acUcares existentes, na salmoura, sdo aproveitados pela
flora presente como fonte de energia para o seu normal crescimento e consequente fer-
mentacdo (Kailis & Harris, 2007). De acordo com Unal & Nergiz (2003) em determina-
dos tratamentos também se confirma uma ligeira reducdo no teor de proteinas, de fibras
e do valor caldrico. No que se refere aos acgUcares, estes desaparecem praticamente por
absoluto para serem utilizados como fonte de energia para leveduras e bactérias.Os
mesmo autores (Unal & Nergiz, 2003) também citam ainda que juntamente a um au-
mento percentual do teor em &gua, a densidade energética do produto processado reduz
tenuemente em relacdo a matéria-prima. J& os estudos de Ferndndez et al. (1997) e
Rombouts (2000) referenciam que, os agucares soltveis decrescem ao longo do proces-
so de maturacdo do fruto, e compdem a principal fonte de energia e carbono para os

microrganismos presentes na fermentagdo das azeitonas de mesa. Com o evoluir da ma-
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turacdo, existe um aumento da concentracdo de acidos organicos, estabilizando com o
culminar da maturacéo (Bianchi, 2003).

O processamento influencia na composicao nutricional, mas também influencia as
propriedades bioldgicas das azeitonas, entre as quais a capacidade antioxidante. Diver-
sos estudos tém revelado que o processamento interfere na capacidade antioxidante das
azeitonas por influenciar nos teores em compostos bioativos designadamente os com-
postos fendlicos. Segundo Pereira et al. (2006) o processamento influencia na atividade
antioxidante pois repararam que azeitonas sujeitas a um processo de fermentacdo natu-
ral exibem maior contetldo em compostos fendlicos e maior atividade antioxidante do
que as azeitonas oxidadas (estilo californiano).

Além do mais, j& Soler-Rivas (2000) a este prop6sito, evidenciava que o potencial
antioxidante da azeitona de mesa pode ser afetado nédo so pela cultivar mas também pelo
processamento tecnoldgico, derivado ao longo do processo ocorre uma perda e/ou mu-
danca do conteido em compostos fenolicos. Durante a maturacdo a oleuropeina vai di-
minuindo (Ryan & Robards, 1998) ao contrario verifica-se um aumento do teor em hi-
droxitirosol, que se evidencia e prevalece como o composto fendélico maioritario nas
azeitonas maduras (Romero et al., 2002). Embora os compostos fendlicos estejam pre-
sentes em praticamente todas as cultivares, cada cultivar tem um perfil fendlico especi-
fico (Esti et al., 1998), mas de um maneira global em todas as cultivares, ao longo do
processamento sucedem transformacgdes quimicas que levam a alteracdo das suas con-

centragoes.

2.7- Importancia socio-econdmica da azeitona de mesa em Por-

tugal

Devido a ser uma cultura que abrange uma vasta area em Portugal a azeitona de
mesa tem um papel socio-economico muito importante. Em Portugal continental, Tras-
0s-Montes e Alto Douro € a principal regido produtora de azeitona de mesa com 2740
ha, nomeadamente a regido de Freixo de Espada a Cinta a mais importante. A segunda
regido produtora de azeitona de mesa é o Alentejo, com uma area de 843 hectares, se-
guidamente a regido da Beira Interior com 244 hectares (INE-RGA, 2009).

Observando os valores da comercializagdo de azeitona de mesa em Portugal, em

2012 registou-se uma importacdo deste produto de 7470 toneladas e uma exportacdo de
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772 toneladas, em 2012, correspondendo a um valor transacionado de 3902000 euros e
166 00 euros, respetivamente (Estatistica Agricola, 2012).

Para a preservacdo da producdo das azeitonas de mesa em Portugal foram criadas e
legisladas com normas especificas e de acordo com a cultura as DOP’s.

A DOP “Azeitona de Conserva de Elvas e Campo Maior”, € processada com azeito-
nas das cultivares Azeiteira, Carrasqueira, Redondil e Conserva de Elvas, sendo a sua
area de producdo restrita aos Concelhos de Elvas e Campo Maior (Regulamento CEE n°

2081/92).

Quadro 1- Superficie de azeitona de mesa (INE- RGA, 2009)

Regides Area (ha) (%)
Portugal 4090 100
Continente 4090 100
Entre Douro e Minho 2 0
Trés-0s-Montes 2740 67
Beira Litoral 11 0
Beira Interior 244 6
Ribatejo 61 1
Alentejo 843 21
Algarve 189 5
Acores 0 0
Madeira 0 0

Ja a DOP “Azeitona de Conserva Negrinha de Freixo”, preservada pelo regulamento
(CE) n°1107/96, é processada a partir da cultivar Negrinha de Freixo. Em concordancia
com o despacho 47/94, o qual também identifica a Denominacdo de Origem, a area ge-
ografica de producdo esta delimitada aos Concelhos de Vila Nova de Foz Coa, Freixo
de Espada a Cinta, Torre de Moncorvo, Alfandega da Fe, Vila Flor, Mirandela e Mace-
do de Cavaleiro (Figura 8).

O orgao responsavel pela gestdo da DOP “Azeitona de Conserva Negrinha de Frei-
x0” ¢ a Adega Cooperativa de Freixo de Espada a Cinta desde 1 de Janeiro de 2011,
havendo assinado um acordo de translagdo de responsabilidade com o anterior detentor,
a Cooperativa Agricola de Olivicultores de Moncorvo, CRL. Esta comunicacgdo encon-
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tra-se publicada no Diario da Republica, 22 série n° 209, 31 de Outubro de 2011 (Aviso
n® 21543/2011).

Em conformidade com as normas de producéo de azeitona de conserva Negrinha de
Freixo, no processamento deste tipo de azeitonas de mesa deverdo ser utilizados frutos
inteiros, sdos em estado de maturacdo conveniente, com forma arredondada, lisa, termi-
nando em ligeiro bico e consisténcia firme, isento de defeitos e de matérias estranhas. A
cor do fruto devera variar de verde amarelado a negro violaceo, dependendo do tipo de
azeitonas que se quer obter, 0 peso devera situar-se entre 3 e 5 gramas em média e 0

volume entre 3 a 5 cm® (caderno de especificacées).

Muntaieg?e
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Azeirona de Conserva Negrinha de Freixo
Figura 8- Area geografica do Concelho de Tras-os-Montes onde se recolheram as amostras de azeitona

(Fonte: ec.europa.eu/agriculture/quality/door/documentDisplay)

De acordo com o que esta legislado na NP-3034 (1987) a colheita dos frutos devera
ser executada manualmente e, posteriormente, os frutos sujeitos a selecdo por tamanhos,
uma vez que apenas sdo consideradas DOP as azeitonas categorizadas na categoria extra
e calibradas na classes de 201 a 400 frutos/kg de acordo com os critérios e tolerancia

estabelecidos.
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Capitulo 3

Material e Métodos







3.1- Material vegetal

Para a realizacdo deste trabalho escolheu-se a variedade Negrinha de Freixo, devido
a sua importancia econémica na regido Transmontana. A Negrinha do Freixo ocupa
nesta regido uma area geogréafica que se estende pelos concelhos de Vila Nova de Foz-
Coa, Freixo de Espada a Cinta, Torre de Moncorvo, Alfandega da Fé, Vila Flor, Miran-
dela e Macedo de Cavaleiros.

O trabalho experimental dividiu-se em trés partes: uma primeira parte refere-se a co-
Iheita da azeitona, uma segunda a aplicacdo do tratamento de conservagdo e uma tercei-

ra ao procedimento analitico.

3.1.1- Local de colheita e amostragem

As azeitonas que serviram para a realizacdo deste estudo foram colhidas manual-

mente (Figura 9).

Figura 9- Colheita manual das azeitonas na propriedade Casa Santo Amaro

Num olival (Olea europaea L. cv., Negrinha de Freixo) em regime de sequeiro,
com compasso (7m x 7m) localizado em Mirandela, (40,5°N; 7,2°W), aldeia de Sucaes,
na Terra Quente Transmontana, no Nordeste de Portugal (Figura 10).
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Figura 10- Localizacdo da propriedade onde se efetuou a colheita no Concelho de Mirandela (Sucées)

O Olival é propriedade da Casa de Santo Amaro (Figura 11 A), que produz azei-
te DOP com o nome de Santo Amaro (Figura 11 B ). O olival enquadra-se huma area
destinada a producdo de azeitona DOP Negrinha de Freixo. A colheita realizou-se , du-
rante 0 més de Outubro de 2012. Os frutos encontravam-se num estado de maturagdo
verde, com Indice de matura de zero, com textura rija.
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quinta santo amaro

Azeite Virgem Extro

Figura 11 A e B- Propriedade e azeite DOP produzido na Casa Santo Amaro

A colheita foi efetuada de forma aleatéria em varias oliveiras, com diferentes ex-
posicOes de forma a obter uma colheita mais representativa e uniforme possivel. Os fru-
tos foram colhidos e colocados em caixas proprias perfuradas (Figura 12) e foram trans-
portadas até ao laboratorio da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Foram
recolhidas seis amostras, das quais trés foram usadas como testemunha, e as outras trés

foram acondicionadas em atmosfera saturado de CO..
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Figura 12- caixas perfuradas utilizadas para o transporte
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3.2- Preparacéao das amostras

Assim que as amostras chegaram ao laboratdrio procedeu-se a selecdo dos frutos
da oliveira. Selecionados os frutos sem picadas de insetos, sem manchas ou feridas. De-
pois desta sele¢do, as amostras, foram divididas em dois grupos: um grupo de frutos
destinado a conservacdo em atmosfera saturada com CO, e um outro grupo com frutos
destinados a conservacdo sem CO,, designada por atmosfera normal. Apds esta separa-
cao os frutos foram acondicionados, no escuro, respetivas condigdes em frascos hermé-
ticos (Figura 13) para posterior realizacdo das analises fisico-quimicas (Figura 14) por

datas de amostragem (Quadro 2) nas analises fisicas (cor e textura) foram utilizados 6

frutos de cada lote das diferentes atmosferas.

Figural3- Selecdo e armazenamento das azeitonas em atmosferas diferentes

Figura 14- Esquema ilustrativo das analises fisico-quimicas realizadas.
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Quadro 2- Analises efetuadas por data de amostragem

Fendlicos to-

Data de amos- Analise Andlisede  Analise de ] o Fenélicos Actividade
pH tais/Antocianinas
tragem Sensorial Cor Textura Individuais antioxidante
[carotenos
(11-10-2012) X X X X X X X
(15-10-2012) X X
(26-10-2012) X
(31-10-2012) X X X
(5-11-2012) X X X X ——- —
(9-11-2012) X X X X - ———-
(28-11-2012) X X X X X

3.3- Analise Sensorial

A avaliacdo sensorial das azeitonas decorreu numa sala bem iluminada por lampadas
fluorescentes (luz branca), com uma temperatura confortavel para os provadores e com
0 minimo de ruido. As amostras foram codificadas (Figura 15) de 1 a 6. A avaliacdo
sensorial foi realizada por um painel de provadores com 8 elementos, aos quais foi pre-
viamente dada formacéo para este tipo de provas que se realizaram em 5 datas distintas,
com intervalo de aproximadamente 10 dias, tendo decorrido 49 dias entre a primeira e a

ultima.

Figura 15- Amostras para analise sensorial
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Para a analise sensorial, do respetivo lote foram amostras de azeitonas para cada pro-
vador, colocadas em sacos individuais e identificados apenas com nimeros para saber o

lote a que pertencia (Figura 16).

Figura 16- Azeitonas para fazer a analise da cor e textura.

As azeitonas foram colocadas em pratos com pedacos de macas laminadas, um copo
de &gua, um guardanapo e as respetivas folhas de prova com os parametros de classifi-
cacéo (Figura 17).

Figura 17- Prova de Andlise Sensorial.

No inicio das provas foi explicado a cada provador o que se pretendia em cada para-

metro, qual o modo correto de preenchimento da folha de prova. Na folha de prova para
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além da avaliacdo dos parametros de andlise de cada azeitona, constava um cabecalho
para preenchimento da identificacdo, género e data da prova. A lista de descritores da
folha era composta pelo amargor, textura, doce, frutado, verde, odor e aspeto geral (apa-
réncia e cor). Cada amostra foi classificada em cada quadro de classificacGes. A escala
que foi utilizada é de 0 a 5, para cada atributo a analisar em que 0 é a auséncia e 5 é

presenca maxima. A folha de registo utilizada encontra-se em Anexo. Na (Figura 18)

apresenta-se algumas fotografias da anélise sensorial realizada.

Figura 18- Provas Organoléticas realizadas

Com a analise sensorial pretendeu-se verificar a existéncia de diferencas entre as

azeitonas mantidas em atmosfera normal e em atmosfera saturada com CO..

3.3- Andlise dos parametros fisicos

Para a andlise da cor e da textura realizaram-se as operacdes que a seguir se des-
crevem, utilizado as azeitonas do respetivo tratamento e tempo de armazenamento.
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3.3.1- Cor

Para a avaliacdo da cor das azeitonas, recorreu-se ao colorimetro (“Konica Minol-
ta CR-300 CHROMA METER”) (Figura 19) com processador de dados “DP-301" (Fi-
gura 20), que quantifica a cor e pelo sistema de coordenadas “Hunter-Lab” (L, a, b). Em
que: a define a tonalidade verde (-a) e vermelho (+a), tomando valores entre -100 e 100
respetivamente; b define os tons azul (-b) e amarelo (+b), tomando valores entre -100 e
100 respetivamente; L define a luminosidade, tomando valores entre 0 e 100 respetiva-
mente que representam a cor negra (0) e a cor branca (100).

4
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Figura 19- Colorimetro Konica Minolta CR-300 CHROMA METER(Fonte:

http://www.konicaminolta.com.cn/instruments/download/manual/pdf/CR-300.pdf)
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1- Papel

2- Conectar

3- Suporte docontrole-
remoto

4- Tomada do adaptador-
AC

5- Imprimir

& “Display”
7-Tomadade energia

8- AEalarmedesaidade
energia

8- Terminal R&232C

10- Bateria

11- Alavancade
posicionamento

Figura 20- Processador de dados “DP-301” (Fonte:

http://www.konicaminolta.com.cn/instruments/download/manual/pdf/CR-300.pdf)
Segundo Yousfi et al. (2006) o indice de cor (Cl — Colour Index) é calculado:
Cl=L (b—a)/100eq. (n°1)

Para determinar a cor das azeitonas, realizaram-se, 6 medicOes por fruto, na zona

equatorial do mesmo e em pontos equidistantes.

Figura 21- Determinacéo da cor, pelo sistema de coordenadas "Hunter-Lab".
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3.3.2 — Analises de textura

O termo textura é de dificil definicdo, no entanto pode ser definido segundo a
Norma ISO (1992) como sendo “o conjunto de propriedades mecanicas, geométricas e
de superficie de um produto, detetaveis pelos recetores mecanicos e tacteis e eventual-
mente pelos recetores visuais e auditivos” (Alvarenga, 2000).

Existem varios tipos de instrumentos empiricos com capacidade para medir parametros
de textura dos materiais, como é o caso do texturometro, utilizado neste estudo (Figura
21). Este equipamento é constituido essencialmente por um brago comandado por com-
putador que se move na vertical, com uma dada velocidade, com um determinado tipo

de sonda e a uma determinada distancia (Figura 22).

lus

r.'f.-" ‘ﬂ—.l'l.f

CALIBRATION 1

1- PlataformadeCalbracdo
2- CeluladeCarga

3- Area detestedaamostra
4- Paineldecontrole

5- Botdodeemergénda

6- Parte Eletronica

7- Acessorios periféricos

8- Ligacdo aocomputador

LOADCEL L)

Figura 21 — TA.XT PLUS (Texture Analyser). (Fonte:

http://www.masontechnology.ie/files/images/products/sms1.jpg)

O principal objetivo é o contato da sonda com a amostra a analisar, aplicando uma
determinada forca, provocando uma deformacdo nessa mesma amostra. Dai obtém-se
curvas forca vs tempo ou forca vs distancia, em que se regista a resposta do material a
uma determinada solicitagdo (compressdo, perfuragdo e etc...). Para a realizagdo deste
teste, os fatores de variacdo devem de ser minimizados, pois s6 assim pode haver com-
paracdes com o material em condi¢Oes exatamente iguais. O tamanho e a forma das

amostras, os tratamentos aplicados, a temperatura e o equipamento também devem ser
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padronizados, nomeadamente o tipo de sonda utilizada e a velocidade da mesma, a dis-
tancia das amostras e a geometria, forma e tamanho (Gaspar et al., 1998; Pinto et al.,
2010).

Neste estudo, para o teste de textura das azeitonas utilizou-se um texturometro (“tex-
ture analyser”) modelo TA.XT PLUS cujo o sistema de analise é (“Stable Micro Sys-
tems™) com uma célula de carga de 5 kg, equipado com uma sonda cilindrica de 2 mm
com uma deslocacdo de penetragdo de 5 mm. Obteve-se uma curva de forca vs distancia
para calcular a Forca (N) exercida para ocorrer a rotura da epiderme da azeitona, nos
diferentes tratamentos (Figura 22). No caso do mesocarpo, ap0s a rotura da epiderme

houve uma ligeira penetragdo nas primeiras camadas.

Figura 22- Determinacdo da textura, pelo texturémetro (modelo TA.XT).

3.4- Analise dos parametros quimicos

Para andlise dos diferentes parametros quimicos, em cada periodo de amostragem re-
tiram-se 30 azeitonas de cada tratamento e conservaram-se a -20°C até posterior analise
(Figura 23).
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Figura 23- Selecéo das azeitonas para as analises quimicas.

3.4.1- Extracao do extrato organico da azeitona

Para proceder a avaliacdo da influéncia da atmosfera saturada em CO, sobre os pa-
rametros quimicos e bioquimicos da azeitona de mesa Negrinha do Freixo, procedeu-se
primeiro a obtencdo de um extrato organico. O procedimento adotado apresenta-se de

uma forma sumarizada na (Figura 24).

» gatifar o
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Figura 24- Sintese do processo de preparagdo do extrato.
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A partir das amostras selecionadas em cada um dos periodos de amostragem, retira-
ram-se 10 azeitonas, procedeu-se ao descarocamento (Figura 25 A), removeu-se 0 en-
docarpo (carogo) com o auxilio de um bisturi. Seguidamente, registou-se o peso fresco
das amostras descarocadas, huma balanca de precisdo 0,001 g, modelo (Precisa 205A
super Bal-series). De seguida as amostras foram colocadas em placas de Petri na estufa
(Memmet series) a 50°C durante 48 horas (Figura 25 B) para remoc&o total da agua.

Registou-se 0 peso seco (Figura 25 C) do mesocarpo até atingir peso constante (Pre-

cisa 205A super Bal-series) para determinar a matéria seca das amostras.

Figura 25- Processo de obtencdo do extrato (A-Descarogcamento das azeitonas; B-Secagem em estufa; C-

pesagem das azeitonas secas)

Em seguida, as amostras secas foram trituradas num moinho (Taurus Aromatic
150 W) (Figura 26 B), até se obter um p6 fino (Figura 26 B). As amostras foram entdo
acondicionadas em sacos com fecho facil, os sacos foram todos colocados numa caixa

para posterior extracdo (Figura 26 C).
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Figura 26- Preparacdo do extrato (A- moinho para triturar as azeitonas; B- pd fino obtido apos a tritura-

¢do; C- sacos usados para colocar as azeitonas trituradas)

De cada amostra de azeitona moida foi pesada 2 g, adicionou-se 10 ml de hexano,
com o objetivo de remover a gordura e os pigmentos fotossintéticos, deixando-se a tem-
peratura ambiente no escuro durante 2 horas, com agitagdo regular (Foto 27 A) (vortéx
Labinco L 46) de 20 em 20 minutos. Para conseguir a total separacdo das moléculas de
gordura do extrato organico a amostra foi centrifugada a 4000 rpm, numa centrifugado-
ra (Kubota 2100 (Foto 27 B), durante 15 minutos), rejeitou-se o sobrenadante (Figura
28) e aproveitou-se o precipitado. O precipitado resultante foi colocado a secar na estufa

durante 24 horas.
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Figura 27- Preparacéo do extrato: (A- Agitagdo no vortéx; B- Amostras na centrifuga)

Tubo de ensaio

Sobrenadante

Precpitado

Tabuleiro com agua

Figura 28- Resultado ficou-se com o precipitado e eliminou-se o sobrenadante
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3.4.2- Determinacéao de pH

A determinacdo do pH foi efetuada em triplicado para cada amostra de cada trata-
mento. Descarogou-se aproximadamente 25 g de azeitonas congeladas, triturou-se com
a varinha (Taurus BAPI 750) até se obter uma mistura liquida homogeénea. Foi utilizado
um poteciometro (elétrodo de penetracdo da marca pH Meter 3305 (Jenway) para o efei-
to, cuja calibracdo foi realizada com solucdes tampao comerciais de pH=7.01 e
pH=4.01, a temperatura ambiente. Todos os valores foram registados numa folha de
Excel.

3.4.3- Determinacédo do teor em compostos fendlicos totais e or-

to-difendis

A partir do material seco, obtido anteriormente, pesaram-se 40 mg para tubos de 10
mL de capacidade e adicionou-se 1 ml de metanol a 70%, agitou-se vigorosamente num
vortex (Labinco L46). Seguidamente, colocou-se a mistura numa placa térmica (Ther-
mobloc, FLAC.TD) durante 30 minutos a 70°C. Decorrido este periodo centrifugou-se a
mistura a 4000 rpm durante 15 minutos (Sigma 2-16 K). Ap0s a centrifugagdo aprovei-
tou-se o sobrenadante e rejeitou-se o precipitado. O sobrenadante foi filtrado (Spartan
13/0,2 RC, 0,2 pm, Whatman™) para pequenos frascos de vidro de 2 mL de capacida-
de. O extrato organico foi armazenado a -20°C até ser analisado. Para a quantificacdo
dos compostos fendlicos totais utilizou-se 0 método colorimétrico de Folin-Ciocalteau.

Para tal, do extrato obtido recolheu-se 50 pL e adicionou-se 2,5 mL de reagente de
Folin diluido a 10 % em agua e 2 mL de carbonato de sodio diluido a 7%. A mistura foi
a incubar durante 15 minutos a 45°C em banho-maria. Decorrido este tempo procedeu-
se a leitura das absorvancias das amostras contra a solugdo testemunha (solvente de ex-
tracdo em substituicdo do extrato) em espectrofotdmetro (Hitachi U — 2000) a 760 nm.
Simultaneamente procedeu-se a realizacdo de uma curva de calibragdo com o fendlico
comercial acido galico (Sigma-Aldrich) por forma a obter a equagdo matematica para
quantificacdo dos compostos fenolicos totais nas amostras a analisar. O teor em com-
postos fendlicos totais foi expresso em mg de equivalentes de acido galico (EAG) g™ de
peso seco da amostra.

Relativamente a quantificagdo do teor em orto-difendis, dilui-se 0,2 mL do extrato me-

tandlico, com 1 mL de agua ultrapura. Em seguida, adicionou-se 1 mL de 0,1 M da so-
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lucdo tampdo de fosfato (pH=6,5) e 2 mL de molibdato a 5%. Seguidamente, agitou-se a
mistura no vortex (Labinco L 46) e deixou-se a repousar no escuro durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Decorrido este tempo procedeu-se a leitura das absorvancias a
350 nm no espectrofotometro (Hitachi U — 2000) contra o branco. Simultaneamente
procedeu-se a realizacdo de uma curva de calibragdo com o fendlico padrédo acido ca-
féico (Sigma-Aldrich). Na dilui¢do da solucdo do &cido caféico e para a preparacéo do
branco utilizou-se metanol a 70% (solvente de extracdo). Os resultados foram expressos

em mg de 4cido cafeico equivalente (EAC) g mg de peso seco.

3.4.4- Antocianinas totais

A determinacédo do teor em antocianinas totais foi realizada de acordo com o método
de (Illand et al., 1996, 2000) com pequenas modificagdes. A partir do extrato seco pe-
sou-se cerca de 1 g e adicionar 10 ml de etanol a 50% v/v. Taparam-se os frascos e a
mistura foi deixada em repouso no escuro durante 1 hora, tendo-se tido o cuidado de a
agitar de 10 em 10 minutos. Seguidamente procedeu-se a centrifugacdo da mistura a
4000rpm durante 15 minutos (Kubota 2100), filtrou-se (Whatman n°4) e recolheu-se o
sobrenadante. O sobrenadante foi considerado o “extrato”.

Apbs a extracdo, num tubo de ensaio colocamos 200 pL do extrato anterior e adicio-
nou-se 3,8 mL de HCI 1 M, e deixou-se em repouso no escuro durante 3 horas. Pronta-
mente, mediram-se as absorvancias a 520 nm em espectrofotdmetro (Hitachi U-2000)
contra branco (HCI em vez de extrato). Para calcular a concentracdo das antocianinas
totais (AT) que se expressam em mg.g 'de peso seco, utilizou-se a seguinte formula,
adaptada pelo modelo de Lambert-Beer:

AT = [Abs 520 nm / (¢ x 1 x peso da amostra extraida (g)] x MW x 10°x volume fi-
nal extraido (mL) x DF (eq n°2)

DF- Fator de diluicdo, neste caso é 20, porque usamos 200 pL de HCl a 1M.

MW:- peso molecular das antocianinas de referéncia usadas para quantificar os niveis
de AT.

¢ — Coeficiente de absorvancia.
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3.4.5-Determinacéao e quantificagdo dos teoresem a e B-

caroteno

Para a quantificacdo do teor em a e 3-caroteno seguiu-se a metodologia colorimétrica
de Scott et al. (2001) e Lui et al. (2011). Assim, do extrato obtido no item 3.4.1, pesou-
se cerca de 200 mg de cada extrato seco, adicionou-se 10 mL de hexano (Sigma-
Aldrich), agitou-se vigorosamente no vortéx (Labinco L 46) e deixou-se a mistura em
repouso, no escuro, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Decorrido este periodo
de tempo centrifugaram-se as amostras (Kubota 2100) a 4000 rpm durante 5 minutos.
Depois, filtrou-se o sobrenadante em papel de filtro Whatman n°4 e leram-se as absor-
vancias a dois diferentes comprimentos de onda (445 e 450 nm) contra o branco (he-
xano em vez do extrato). A concentragao de a- caroteno e B-caroteno foi calculado utili-
zando a seguinte formula: [ ] pg.mL™ = Abs x 10*/ A. Em que Abs representa a ab-
sorvancia a que é lida a amostra e A o coeficiente de extincdo para o a-caroteno
(2170) e B-caroteno (2592), de acordo com Scott et al. (2001) e Lui et al. (2011). Os
resultados foram expressos em mg de carotenos g peso seco.

3.4.6-Perfil em Fenolicos individuais

A identificacdo e quantificagdo dos principais fenolicos individuais foram realizadas
em HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecdo por diodo array).

Numa primeira fase, procedeu-se a extracdo e preparacdo das amostras e numa se-
gunda fase procedeu-se a realizacdo da analise em HPLC. Assim, na fase de extracdo
pesaram-se 40 mg de peso seco cada uma das amostras vegetais para microtubos com
tampa de 2 mL e adicionou-se 950 pL de metanol a 70 % e 50 pL de padrdo interno
(naringina, Sigma-Aldrich). Seguidamente, os microtubos contendo extratos foram co-
locados num bloco de aquecimento (Thermobloc) a 75°C durante 30 minutos, sendo
agitados no vortex a cada 5 minutos. Decorrido este tempo, procedeu-se a centrifugagéo
dos extratos a 13000 rpm durante 20 minutos a 4°C (Sigma). Recolheu-se e filtrou-se
(Spartan 13/0,2 RC, 0,2 pm, Whatman™) o sobrenadante para vials de HPLC e rejei-
tou-se o precipitado, os quais foram mantidos a -20°C até sua andlise. A partir daqui
procedeu-se a identificacdo e quantificacdo dos fenodlicos individuais por HPLC-DAD
equipado com uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4.6 mm, 5 pum) (Spherisorb

ODS2, PhaseSeparations da Ace), uma fase mdvel de agua com 0,1% de acido tricloro-
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acetico (TFA) (solvente A) e acetonitrilo (acetonitrilo, CH3CN, HPLC gradient, Merck)
com 0,1% de TFA (solvente B). A eluicdo foi realizada a um fluxo de 1,0 mL.min™1,
com o seguinte gradiente: 0 minutos 100% do solvente A e 0% do solvente B, 5 minutos
100% do solvente A e 0% do solvente B, 15 minutos 80% do solvente A e 20% do sol-
vente B, 30 minutos 50% do solvente A e 50% do solvente B, 45 minutos 0% do sol-
vente A e 100% do solvente B, 50 minutos 0% do solvente A e 100% do solvente B, 55
minutos 100% do solvente A e 0% do solvente B e nos 65 minutos 100% do solvente A
e 0% do solvente B. O volume de injecgao foi de 20 uL. Os cromatogramas foram regis-
tados a 280, 320, 370 e 520 nm. A identificacdo dos compostos fendlicos individuais foi
feita por comparacdo com padrdes comerciais externos (Extrasynthese, Franca), através
dos respetivos tempos de retencdo e espectros. A quantificacdo foi feita utilizando pa-
rametros como o volume de extracéo, volume de injecdo, area do padrdo interno e area
do composto em questdo. Os resultados foram expressos em pg.g™ de peso fresco. To-

das as determinagdes formam feitas em triplicado.

3.5- Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da andlise de trés métodos colori-
métricos: efeito bloqueador dos radicais DPPH® (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
determinacéo do poder redutor (reduco de Fe** em Fe**) e pelo método de eliminacéo
de radicais de ABTS" (radical 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid).

3.5.1- Metodo do efeito bloqueador dos radicais de DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, foi realizado de acor-
do com Séanchez — Moreno (1998), com ligeiras modificacbes. O método foi conduzido
em tubos de ensaio e depois colocado em cuvetes. Assim, em cada tubo de ensaio, colo-
cou-se 100 pL dos extratos a 5 mg.mL™ e adicionou-se 100 pL de uma solugdo metané-
lica contendo radicais de DPPH (6 x 10 M). A mistura foi colocada no escuro durante
60 minutos a temperatura ambiente. Terminando este periodo, procedeu-se a leitura das
absorvancias em espectrofotometro Hitachi U — 2000 Spectrophotometer, a 517 nm. Os
resultados séo expressos em percentagem, através da seguinte equagdo que corresponde
a quantidade de DPPH aprisionado pelos compostos antioxidantes nas amostras:

% AA = [(Absbranco - Absamostras)/ Absamostra] x 100 €qg. n°3
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Fez-se igualmente a leitura de um branco (solvente preparado das amostras) como se
fosse uma amostra, por forma a ser utilizado na equacdo matematica que foi utilizada na
quantificacdo da atividade antioxidante. Todas as determinagdes foram feitas em tripli-
cado e os resultados expressos como a media + desvio padrdo da média (SD) das trés

repeticoes.

3.5.2- Determinacdo do poder redutor (Fe**, em Fe?").

O poder redutor das amostras foi determinado pelo método de Gilcin (2006). De
cada mostra foi retirado 1 mL e adicionado 2,5 mL de solucdo tampéo fosfato (pH= 6,6
0,2 M) e 2,5 mL de solucdo aquosa de ferrocianeto de potassio (Sigma - aldrich). Apds
a agitacdo em vortéx Labinco L 46, incubou-se a mistura a 50°C durante 30 minutos.
Decorrido este periodo de tempo adicionou-se 2,5 mL de &cido tricloroacético 10% (Si-
gma-Aldrich) a mistura, sendo esta agitada em vortéx Labinco L 40. Em seguida foram
recolhidos 2,5 mL da mistura para tubos de ensaio de 10 mL e adicionados 2,5 mL de
agua destilada. No ensaio do poder redutor, a presenca de agentes redutores provoca a
reducdo do complexo Fe*" ferricianeto a uma forma ferrosa (Fe*). Dessa forma, a for-
magao de azul “Perl’s Prussian”, medida a 700 mm, pode ser usada para monitorizar a
concentracdo de Fe?*Apés a adicdo de cloreto de ferro (111) procedeu-se a leitura da ab-
sorvancia em espetrofotometro (Hitachi U- 2000) para um comprimento de onda 700

nm.

Figura 29 — Ensaio para quantificagdo da atividade antioxidante.
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Neste método de avaliacdo, os valores de absorvancia medidos no espetrofotome-
tro a 700 nm s&o considerados suficientes para demostrar a capacidade antioxidante das
amostras. No entanto, também é frequente usar um composto com atividade antioxidan-
te para efetuar uma curva de calibracdo que servird para encontrar uma equacao que
permitira expressar a atividade antioxidante mg de equivalentes g™ de peso seco. E foi 0
que optamos por realizar neste estudo.

Com a determinagédo do poder redutor das azeitonas, efetuamos uma curva de ca-
libracdo com diferentes concentracdes de acido ascorbico, um conhecido composto an-
tioxidante cuja equacdo encontrada foi a seguinte: Y=-6,3807x+0,8309. Esta equacéo
ird servir para expressar a atividade antioxidante do poder redutor em mg de equivalen-

tes de 4cido ascérbico g™ peso seco.

3.5.3- Determinacéo do efeito de captura de radicais de ABTS”

A determinacéo da atividade antioxidante pelo método da captura do radical ABTS*
segundo 0 método descrito por Sratil (2006) com ligeiras modificacdes. Esse método
normalmente designado por métodos de ABTS esté baseado na capacidade antioxidante
em capturar o catido ABTS". Para a determinacéo da atividade antioxidante através des-
te método preparou-se antecipadamente a solugdo ABTS™ a partir de 7 mM de Persulfa-
to de Potassio (Sigma-Aldrich) com 4,95 mM de ABTS (Sigma-Aldrich) em metanol. A
solucdo ficou em repouso, no escuro, durante pelo menos 16 horas a temperatura ambi-
ente para formar catides radicais ABTS". Esta solucdo é considerada solugio stock. Em
seguida dilui-se esta solucdo stock em metanol 50% até se obter absorvancias compre-
endidas entre 0,70 e 0,85 a 734 nm. Esta solucéo foi entdo utilizada na determinacgdo da
atividade antioxidante. A partir do extrato preparado a uma concentracio de 5 mg mL™
foram aplicados 50 pL em tubos, adicionou-se 100 pL de solugio ABTS". E colocou-se
0s tubos com a mistura, ficou em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Decorrido este periodo de tempo as absorvancias foram a 734 nm em cuvetes no es-
petrofotdmetro. Este método baseia-se na geracdo ABTS" que apresenta cor azul esver-
deado por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potassio, com a adigdo de um
antioxidante ocorre a reducio de ABTS" a ABTS promovendo a perda da coloragéo.

Com a perda da cor, a percentagem de inibicdo é determinada em fungédo do branco,

de amostra e/ou padréo, atraves da seguinte formula:
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% AA =[(Absy— Abs amostra) / Absy] x 100 (eq n° 5)

O valor de Abs, é dado pelo valor que representa a absorvancia do ABTS sem extra-
to. Todas as determinagdes foram feitas em triplicado. E as percentagens de atividade
antioxidante foram expressas como a média * desvio padrdo da média (SD) das 3 repe-

ticdes.

3.7- Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente com o software SPSS, Sta-
tistics versdo 19, IBM, Sun Mycrosystms, Inc, USA. Os dados obtidos foram apresenta-
dos sob a forma de média + desvio padrdo da média de ensaios efetuados em triplicado.
As diferencas entre as médias foram determinadas por anélise da variancia (ANOVA), e
calculadas pelo teste de Tukey, para a probabilidade p <0,05, p <0,01 e p <0,001, consi-
derando-se como significativa (*), muito significativa (**) e altamente significativa

(***), respetivamente.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao







4.1.- Analise sensorial

Os resultados (Figura 30) foram obtidos pela mediana dos valores de cada atributo
avaliado pelo painel de provadores. A anélise dos resultados indica para uma redugdo do
atributo amargor mais acentuada nas azeitonas mantidas a atmosfera saturada com CO,,
enguanto nas azeitonas submetidas a atmosfera normal, a sensacéo de amargor diminuiu
apenas na ultima amostragem (28-11-2012) cuja mediana passou de 5 para 4,5 corres-
pondendo a uma taxa de reducéo de 10%. J& na atmosfera saturada de CO,, observou-se
uma reducdo ao longo de todo o periodo de armazenamento que foi mais acentuada a
partir do 15° dia (a mediana passou de 5 para 3), com uma taxa de reducao de 40% (Fi-
gura 30) que se manteve ateé ao final do estudo. Assim 0 armazenamento em CO, permi-
te um aumento de 30% na reducdo do atributo amargor em relacdo a atmosfera normal.
Nestas Ultimas condi¢des de armazenamento a ligeira perda de amargor podera ser atri-
buida ao fato de no final do estudo o estado de maturacdo ter avancado (observando-se
uma coloracdo violeta) o que implica uma reducdo dos compostos fenodlicos com o
avancar da maturacdo ja observado noutros estudos em cultivares Portuguesas (Macha-
do et al., 2013). Estes resultados parecem indicar que a atmosfera saturada em CO, tem
um efeito benéfico na reducdo deste atributo. Esta reducdo podera estar relacionada com
uma eventual diminuicdo do teor da oleuropeina, principal composto fenélico responsa-
vel por esta caracteristica organolética. Em relacdo as outras caracteristicas sensoriais
olfato-gustativas como a textura, frutado, odor. Com este ultimo pardmetro e de acordo
com Dourtoglou et al. (2006) pretendeu-se observar a evolucdo do cheiro de verde/folha
até ao cheiro caracteristico da azeitona quando atinge a maturacdo Ainda de acordo com
estes autores, ao avaliar a aparéncia pretendeu-se observar se a azeitona mantém as ca-
racteristicas que 0s consumidores estdo habituados.

Ao longo do periodo de amostragem verificou-se que foram ocorrendo modificacdes
nos diferentes atributos sensoriais (Figura 30). De um modo geral, a aparéncia (firmeza
da polpa e cor percetivel pela vista humana), houve alteragbes mais importantes nas
amostras da atmosfera normal. Neste tratamento, observou-se que as azeitonas perderam
rapidamente a firmeza da polpa ficaram com uma textura menos firme e com uma colo-
racdo pouco verde, apesar de colhidas num estado de maturagéo verde palha, o processo
de maturacdo teve continuidade durante o periodo de armazenamento. As azeitonas su-
jeitas a atmosfera de CO, apresentaram ligeiras a quase nulas alteragcdes da firmeza da
polpa e cor visual, mantendo a firmeza e a cor verde desejadas no produto final. Ja rela-
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tivamente ao odor observou-se que foi mais intenso na atmosfera normal do que na at-
mosfera de CO,.

Relativamente ao aspeto visual da azeitona ndo se observou alteragdes importantes
em ambas as condi¢des de conservacdo, mas ainda assim e de acordo com o painel de
provadores, no final do ensaio as azeitonas mantidas sob atmosfera saturada em CO,
apresentavam-se com uma aparéncia mais lisa, do que as mantidas sob atmosfera nor-
mal, uma vez que estas foram perdendo agua enrugando ligeiramente, observando na
atmosfera rica em CO; no final das provas um ligeiro frutado a macga. Assim, os resulta-
dos parecem indicar que a conservacdo das azeitonas em atmosfera saturada com CO,
pode permitir uma melhor preservacdo da aparéncia visual.

A resposta da azeitona a perda de amargor sobre a atmosfera de CO, depende fun-
damentalmente da cultivar da regido e das técnicas culturais, por exemplo no estudo de
Dourtoglou et al. (2006), desenvolvido na Grécia observou-se que na cultivar em estudo
a reducdo do amargo foi percetivel pela analise sensorial logo no 3° dia de armazena-
mento na atmosfera em CO,, sendo mais notdria a partir do 7° dia de armazenamento na
atmosfera a cima mencionada; enquanto no nosso estudo cultivar Negrinha de Freixo so
foi possivel ter a percecdo da diminui¢do da amargura apenas a partir do 15° dia que foi
sem duvida onde se observou a maior taxa de reducdo (60%). Acresce ainda que na ana-
lise sensorial foi percetivel o frutado a outros frutos nomeadamente a maca apenas nas
duas ultimas amostragens. Ja no estudo desenvolvido na Grécia como anteriormente ja
referido esta percecdo foi logo notada no 7° dias de armazenamento, o que é um periodo
notavelmente mais curto do que observado no nosso estudo. Em relacdo a aparéncia e
comparando com o mesmo estudo verificamos que os resultados sdo semelhantes, na
atmosfera normal verifica-se que as azeitonas ficam enrugadas e com uma cor visual

menos atrativa.
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11-10-2012

Amargor
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Cor Textura
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Aparéncia Frutado Aparéncia Frutado
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5-11-2012

Amargor Amargor

Cor Cor Textura

Aparéncia Aparéncia Frutado

28-11-2012

Amargor Amargor
5 5

Aparéncia

Figura 30- Resultados obtidos da andlise sensorial ao longo do armazenamento em periodos diferentes,
os valores correspondem a mediana de cada um dos atributos avaliados pelo painel de provadores, 0s

graficos verdes correspondem a atmosfera de CO, e os graficos vermelhos atmosfera normal.

4.2.- Parametros fisicos

4.2.1 - Cor

A cor das azeitonas é fundamental e € um dos primeiros critérios que o consumidor
adota na hora de escolher azeitonas. Assim, tendo isso em consideracdo, a cor foi um
parametro de atencdo ao longo deste estudo. A Figura 31 resume a informacdo obtida
durante este trabalho, nomeadamente os parametros de cor L (luminosidade), e CI (in-

dice de cor).
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A andlise estatistica demonstrou que os valores de L e Cl foram afetados de forma
altamente significativa (P<0,001) pela atmosfera e data de amostragem.

De acordo com os dados obtidos (Figura 31), a luminosidade (L) no inicio da amos-
tragem foram iguais com valores de 60%. Na atmosfera normal este parametro decresce
sempre ao longo das diferentes datas verificando-se que é maior da primeira data para a
ultima data, a que corresponde uma taxa de decréscimo cerca de 67% e o valor de lumi-
nosidade foi de 20%. J& na atmosfera de CO, o decréscimo verificou-se da primeira
para a segunda datas amostragem de 60% para 45%, a que corresponde uma taxa de
reducdo de 29%, ou seja metade em relacdo ao outro tratamento. A luminosidade das
azeitonas na ultima amostragem na atmosfera normal representou menos de metade
(44%) em relacdo as da atmosfera de CO,. Estes resultados indicam que as azeitonas
mantidas em CO, a cor verde foi mais preservada. Ja as do tratamento em atmosfera
normal com valores menores (mais proximos do zero) o que representa uma tonalidade
mais escura, ou seja, cor violeta de acordo com a analise sensorial no atributo da cor
visual.

No que se refere ao indice de cor (CI) que esta associado a maturacdo, ou seja, quan-
to mais préximo de zero for o CI indica que a maturacdo da azeitona esta num estado
avancado por Peres et al. (2012). Os resultados do Indice de cor é um método mais
objetivo que outros métodos como o indice de maturagdo, IM, (determinado de acordo
com o método descrito por Beltran et al. (2008) uma vez que se baseia na observacédo
visual de 100 frutos que sdo classificados em 7 escalas de acordo com a coloracdo da
epiderme e da polpa), uma vez que os resultados obtidos pelo ClI n&o depende do ope-
rador ao contrario de outros métodos e permite ultrapassar a dificuldade na distingcdo
entre frutos verdes e verdes amarelos nos estados iniciais de maturacao.

Em qualquer data de amostragem as azeitonas mantidas em atmosfera normal obser-
vou-se um indice de cor baixo (10), diminuindo até valores nulos na Gltima data de
amostragem. Os valores baixos de CI atribuem-se possivelmente ao escurecimento do
fruto em fase avanca de maturacdo devido ao desaparecimento dos tons vermelhos e
amarelos (Peres et al., 2012). Segundo os autores Yousfi et al. (2006) em frutos da vari-
edade “Arbequina” e “Picual” referem igualmente um decréscimo do CI ao longo da
maturacdo. Sendo assim, em relacdo ao nosso estudo, observamos que corrobora com 0s

resultados obtidos pelo estudo.
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Nas primeiras duas amostragens, na atmosfera saturada em CO,, as azeitonas apre-
sentam um indice de coloracdo cerca de 37,5, indicando que as azeitonas se encontram
num estado verde/amarela, o que coaduna com a relacéo significativa (R? 0,990; p<
0,01) observada no estudo de ao estabelecer uma correlagéo entre o indice de maturagéo
e o indice de cor a que a titulo de exemplo a um valor de CI proximo de 32 corresponde
um IM entre 0 e 1, mais proximo de zero. Neste tratamento foram detetaveis pequenas
diferencas entre a 12 e a 22 data de amostragens, as quais néo séo consideradas importan-
tes. Ja da 32 para a 42 os valores diminuem para menos de um terco em relagéo as outras
datas, possivelmente ao facto das amostras terem sido recolhidas de outro frasco que foi
apenas aberto pela primeira vez na 32 data de amostragem.

Na atmosfera normal os valores de CI da primeira data séo cerca de 12, o que repre-
senta cerca de 30% em relacdo ao Cl da atmosfera saturada em CO, nas mesmas datas
de amostragem; de salientar que na ultima data de amostragem os valos de CI foram
muito proximos de zero (quanto mais proximo de zero mais escuro é o fruto) a que cor-
responde um indice de maturacdo entre 3 e 4 (Peres et al., 2012), representando o 1°
valor uma coloracdo da epiderme vermelha/ roxa em mais de metade do fruto, corres-

pondendo ao final do pintor e o 2° valor corresponde a pele negra e polpa branca.

Indice de Cor

110wt 313/0ut. OS5 Nov. OS'Now. 14 0ut. 34 0ut. OS5 'Now. O 'Now.
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Figura 31- Resultados dos parametros para avaliacdo da cor. L- Luminosidade, CI- indice de cor. Os

resultados correspondem a média, n = 6. A cor vermelha representa a AT CO, e o verde o AT Normal
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4.2.2 — Analises da textura

Na avaliacdo da textura foram avaliados 3 parametros gradiente (N/m), forca (N) e
polpa média (N) (Quadro3), A analise estatistica dos dados gradiente e forca mostrou
que o tipo de atmosfera teve um efeito altamente significativo (P<0,001). De um modo
geral constatamos que ao longo das datas de amostragem, o gradiente e a forca aplica-
das para romper a epiderme da azeitona foram sempre mais elevados na atmosfera satu-
rada de CO, do que na atmosfera normal. As azeitonas mantidas sob CO, mantiveram
uma textura que é desejada para as azeitonas de mesa, ou seja mais rijas e consistentes,
enquanto na atmosfera normal as azeitonas vao ficando “moles” com o decorrer do
tempo, o que se reflete numa epiderme menos rija e mais sensivel a pressédo e ao togue,
0 que podera ser atribuido talvez ao amadurecimento que ocorreu ao longo do armaze-

namento ja referenciado nos pontos anteriores.

Quadro 3- Valores médios (n = 6) dos diferentes parametros fisicos da analise da textura®

Data de amos- Atmosfera Gradiente Forca Polpa Média
tragem (N/m) (N) (N)
11-10-2012 CO2 3743,0 £ 248,11 7,9+0,33 1,6 +0,17
11-10-2012 Normal 2847,0 £ 231,11 6,1 £ 0,27 1,2+0,15
31-10-2012 CO2 3130,7 + 274,17 7,4+0,40 1,5+0,29
31-10-2012 Normal 1670,0 £ 163,91 4,2 £0,27 0,9+0,26
05-11-2012 CO2 2640,8 + 234,93 7,5+0,43 1,8+0,32
05-11-2012 Normal 14525 *55,09 3,7+£0,14 1,2+0,22
28-11-2012 CO2 2397,0 + 213,68 7,1+0,51 0,8+0,09
28-11-2012 Normal 1391,0 +53,45 3,5+0,24 0,72+0,14
Significancia
Data de amos- falaled falaled **
tragem (C)
Atmosfera (A) foleka foleka *
CxA n.s * n.s

TValores expressos como média =+ erro padréo de trés repeticdes e analisados estatisticamente para os niveis de signi-
ficancia n.s. (ndo significativo, p>0.05); * (p<0,05); ** (p<0,01) e *** (p<0,001).

No que diz respeito a penetracdo na polpa verificamos tambem que os valores fo-

ram influenciados de forma significativa pelo tipo de atmosfera (P<0,01). De um modo
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geral para ambos os tratamentos foram diminuindo ao longo do tempo, mas de forma
mais acentuada nas azeitonas sob atmosfera normal. Os valores médios obtidos foram
sempre superiores na atmosfera saturada de CO,. Os resultados encontrados no que
concerne a textura nao sdo discutidos e comparados com outros estudos uma vez que na
pesquisa bibliografica que foi realizada, ndo encontramos estudos que contemplem este

tipo de analises.
4.2.- Parametros quimicos
4.2.1.-pH

O pH € um parametro que é necessario controlar na maioria dos alimentos. Na Figura
32 encontra-se representado os valores de pH determinados em cada data da amostra-
gem. Observou-se que as azeitonas sob atmosfera saturada em CO, apresentaram valo-
res médios de pH ligeiramente superiores aos das azeitonas sujeitas a atmosfera normal.
No entanto, em ambas as atmosferas as azeitonas apresentaram valores médios superio-

res a 5.0 aproximando-se no final dos ensaios a valores muito proximos da neutralidade.

5,8
5,6
5,4

5,2

Valores de pH

4,8

4,6 T T !
1 2 3 4 5

Colheitas

pH ATN pH AT CO2

Figura 32 - Valor do pH nas diferentes amostragens elaboradas no presente estudo.
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4.2.2-Composicdo fendlica; orto-difendis; antocianinas totais e

teores de a e p-caroteno

Os dados obtidos para os teores médios em compostos fenolicos totais, orto-difenois,
antocianinas totais e a e 3-caroteno sdo apresentados no Quadro 4.

De um modo geral, verificamos que quer o tipo de atmosfera quer o tempo de arma-
zenamento influenciaram de forma significativa (P<0,05) apenas o teor em fendlicos
totais (Quadro 4). Quanto aos restantes parametros o efeito foi ndo significativo
(P>0,05). Foi possivel verificar que quer fendlicos totais quer orto-difendis totais, em
ambas atmosferas, diminuiram ao longo do periodo de amostragem, enquanto os teores
médios de antocianinas totais, a-caroteno e f-caroteno mantiveram-se mais ou menos
constantes.

Um dos aspetos mais importantes na maturacdo da azeitona em conservacao € a evo-
lucdo do teor em compostos fenolicos, por estes estarem associados a evolucdo do
amargor das mesmas (Garcia et al., 2003). De acordo com Garcia et al. (2003) e Dou-
rtoglou et al. (2006), a diminui¢do do amargor das azeitonas, durante o periodo de ma-
turacdo e fermentacdo, esta diretamente relacionado com a diminuicdo dos compostos
fenolicos, sobretudo da oleuropeina. Este composto, segundo 0s mesmos autores é res-
ponsavel pelo amargor tipico da azeitona no inicio do processamento. Assim, com base
nestes resultados, ainda que preliminares, parece-nos que o armazenamento em atmosfe-
ra saturada em CO,, uma vez que leva a diminuicdo do teor de oleuropiena, parece ser
um método de processamento adequado para a desamerizacdo das azeitonas, no caso
particular da cultivar Negrinha do Freixo. Salienta-se ainda o fato que no processo de
desamerizacdo por este método ndo ha consumos de dgua nem a producado de efluentes,
0 que indica ser um método mais ecologico respeitador do ambiente.

Relativamente aos teores médios em orto-difendis, estes, tendem a seguir a tendéncia
dos fendlicos totais. Alias, segundo Gouveia et al. (2003) a variacdo em orto-difenois é
diretamente proporcional a variagdo do teor em fenolicos totais. Situacdo idéntica foi
observada no presente trabalho em que uma diminuicdo de fendlicos totais implicou
também uma reducdo em orto-difenois, sobretudo na atmosfera saturada em CO,, onde
a reducdo foi mais acentuada.

No que se refere ao teor médio em antocianinas (Quadro 4) verificamos que nao
houve diferencas significativas entre os dois tratamentos, (p> 0,05). No desenvolvimen-

to e aparecimento das antocianinas de acordo com Soler-Rivas et al. (2000) pode-se
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identificar 3 fases distintas: na primeira fase de crescimento, durante a qual existe a
acumulacdo de oleuropeina; na segunda fase a fase de maturacdo verde que coincide
com a redugdo dos niveis de clorofila e oleuropeina; e na terceira fase, chamada fase de
maturacao preta que se caracteriza pelo aparecimento de antocianinas e durante o qual
0s niveis de oleuropeina diminuem de uma forma mais acentuada.

Ja no que alude aos teores médios em a-caroteno e 3-caroteno, analisando o (Quadro
4), verificamos que apesar das diferencas de teor médio, ndo terem sido significativas,
0S maiores teores obtiveram-se nas azeitonas em atmosfera saturada em CO, e neste
tipo de atmosfera aumentaram com o tempo. Esta tendéncia ndo se verificou nas azeito-
nas mantidas em atmosfera normal. Segundo Howar et al. (2000), os carotenos tendem
a aumentar com o amadurecimento dos frutos e vegetais, 0 que apenas se confirmou
para as azeitonas mantidas em CO, (Quadro 4).

Os resultados obtidos sugerem que a atmosfera de CO, tem vantagem em manter a
cor verde, no amadurecimento verde da azeitona, 0 que € o desejavel para o processa-
mento de azeitonas verdes, mantendo as caracteristicas e qualidades das azeitonas e

tornando as azeitonas agradaveis a nivel olfato-gustativo.
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de atmosfera de conservagdo®.

Quadro 4- Teores médios da composigao fenolica total, orto-difenois, antocianinas e carotenos nas azeitonas de mesa Negrinha do Freixo, submetidas a dois tipos diferentes

Data de amostra- Atmosfera Fendlicos Totais Orto-difenois Antocianinas a-caroteno p-caroteno
gem (mg.g" pesoseco)  (mg.g™' pesoseco)  (mg.g™ peso seco) (%) (%)
11-10-2012 CO2 1,24 0,17 0,89 + 0,02 1,31 +0,18 1,16 0,15 1,11+0,14
11-10-2012 Normal 1,14 + 0,02 1,18 £ 0,25 0,72 £0,17 1,54 0,70 1,47 + 0,68
05-11-2012 CO2 0,98 + 0,001 0,82 + 0,08 1,22 0,22 1,02+0,12 0,98 +0,11
05-11-2012 Normal 1,17+ 0,15 1,17 £ 0,08 1,08 £0,04 0,65 + 0,02 0,62 + 0,02
09-11-2012 CO2 0,99 £ 0,07 0,86 + 0,06 0,79+0,28 1,12+ 0,17 1,07 +£0,16
09-11-2012 Normal 1,08 £ 0,02 1,07 £ 0,05 0,81 +£0,23 0,75+ 0,08 0,72+ 0,08
28-11-2012 CO2 0,75+£0,15 0,77 £ 0,06 1,06 £ 0,27 1,33+£0,19 1,25+0,18
28-11-2012 Normal 0,93+£0,17 0,97 £ 0,07 0,93+0,33 0,63 +£0,03 0,61+ 0,02
Significancia
Data de amostra- ** n.s n.s n.s n.s
gem (C)
Atmosfera (A) n.s * n.s n.s n.s
CxA n.s n.s n.s n.s n.s

valores expressos como média + erro padréo de trés repetices e analisados estatisticamente para os niveis de significancia n.s. (ndo significativo, p>0.05); * (p<0,05); ** (p<0,01) e ***
(p<0,001).



4.2.3-Composicdo fendlica individual

Relativamente a composi¢do em compostos fenolicos individuais identificAmos por
HPLC-DAD em trés comprimentos de onda diferentes (280, 320 e 370 nm) 8 diferentes
compostos fenolicos, nomeadamente: Hidroxi-tirosol, tirosol e oleuropeina no compri-
mento de onda de 280 nm; acido caféico e verbascoside a um comprimento de onda de
320 nm e no comprimento de onde de 370 nm os fenolicos rutina, luteolina-7-O-
glucosido e a luteolina-4-O-glucosido (Figura 33). Estes resultados estdo de acordo com
Malik et al. (2006), Pereira et al. (2006) e Vinha et al. (2005) que também identificaram
a oleuropeina, verbascoside, hidroxi-tirosol e tirosol como o0s principais compostos
fenolicos presentes em azeitonas, ainda que os seus teores tenham sido diferentes.
Quanto a quantificacdo dos compostos fendlicos individuais, revelou-se que as azeito-
nas conservadas em CO, e atmosfera normal apresentam o mesmo perfil cromatografico

apesar dos teores terem variado entre estes dois tipos de atmosfera.

De acordo com os cromatogramas obtidos, foi possivel verificar que o perfil de com-
postos fendlicos foi semelhante em ambos os tipos de atmosfera (Figura 33), ainda que
as concentracdes de cada um dos fenolicos tenha sido ligeiramente diferente entre am-

bas atmosferas (Quadro 5).
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Figura 33-Exemplo do perfil cromatogréfico a 280, 320 e 370 nm, das azeitonas Negrinha do Freixo

submetidas conservadas em atmosfera saturada com CO, e atmosfera natural, no inicio do ensaio.
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De acordo com os resultados obtidos (Quadro 5), foi possivel verificar que o tipo de
atmosfera teve um efeito altamente significativo (P<0,001) na variacdo da concentracédo
dos principais compostos fendlicos, com excecdo do hidroxi-tirosol (P>0,05) e &cido
caféico (P>0,05). Observamos que, entre o inicio e o final do ensaio houve uma maior
reducdo de oleuropeina nas azeitonas conservadas a CO; (Quadro 5), 0 que em certa
medida vem confirmar a reducdo de amargor percetivel nas ultimas provas da anélise
sensorial. No entanto a esta reducdo de oleuropeina nao correspondeu um aumento de
hidroxi-tirosol nem tirosol. J& relativamente as azeitonas mantidas na atmosfera normal,
verificou-se que nestas aumentaram os teores em oleuropeina, hidroxi-tirosol, tirosol,
rutina, verbascoside e luteolina-7-O-glucosido. Se do ponto de vista biologico, estas
azeitonas teriam mais interesse por terem um maior teor médio em compostos fenolicos
individuais, ja ndo terdo interesse do ponto de vista organolético devido ao maior teor
em oleuropeina que Ihe confere um maior amargor, logo menor aceitacdo comercial.

Com base nestes resultados, conservar as azeitonas numa atmosfera saturada com
CO, tem vantagem em promover a diminuicdo do amargor, pela reducdo da concentra-
cao em oleuropeina. Resultados semelhantes forma obtidos nos estudos de Dourtoglou
et al. (2006) e Pereira et al. (2006). No entanto, Dourtoglou et al. (2006) no seu estudo
obteve uma diminuicdo da oleuropeina ao fim do décimo segundo dia de amostragem
verificando-se uma reducdo do amargor e uma preservacdo das caracteristicas organolé-
ticas, enquanto neste trabalho a reducdo foi determinada apenas no final da amostragem.

Apesar desta diferenca notamos que o tratamento realizado com CO; teve um efeito

na reducdo de oleuropeina, o que era pretendido.
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Quadro 5- Teores médios da composicdo em fendlicos individuais das azeitonas de mesa Negrinha do Freixo, submetidas a dois tipos diferentes de atmosfera de conserva-

cao’.

Data de amos- ) o ] . . . . Luteolina-7-O-  Luteolina- 4-O- .
Atmosfera  Hidroxi-Tirosol Tirosol Ac. Caféico Rutina Verbascoside . o Oleuropeina
tragem glucosido glucoésido
11-10-2012 Co2 1766,12437,19  2388,79+23,86  1370,14+1,02 1292,29+95,09  3628,91+131,86  1402,05+61,19 284,67+12,15 1432,27+234,60
Normal 1323,19+204,46  1604,93+78,03 1335,82+172,39 1272,09+46,64 3308,07+78,00  1988,40+44,12 449,01+28,35 3352,85+571,95
Co2 634,56+0,94 1558,59+28,12  433,17+25,30 382,78+33,73 920,04+141,04  1562,87+175,64  265,96+20,08 1121,49+5,23
28-11-2012
Normal 1401,63+107,96 1901,83+75,64  728,03+119,29  1426,84+133,31 3651,13+329,99 2274,34+127,19  391,07+30,63 7681,37+364,16
Significancia
Data de amos-
** ** n.s ** ** n.s n.s **
tragem (C)
Atmosfera (A) ns *% * *kx **kx *kxk **k*x *k%k
CxA n.s ** n.s Fx el n.s n.s Fx

TValores expressos como média + erro padréo de trés repeticdes e analisados estatisticamente para os niveis de significancia n.s. (ndo significativo, P>0.05); * (P<0,05); ** (P<0,01) e *** (P<0,001).
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4.3- Atividade antioxidante

Nesta seccdo do trabalho encontram-se expressos os resultados relativos ao poten-
cial antioxidante dos extratos de azeitona pelos seguintes métodos: efeito bloqueador do
radical livre DPPH, poder redutor e captura do radical livre ABTS+ Os resultados obti-

dos sdo apresentados no Quadro 6.

Quadro 6- Atividade antioxidante das azeitonas de mesa Negrinha do Freixo submetidas a dois tipos
diferentes de atmosfera de conservagéo®.

ABTS
) Poder redutor
Colheita Atmosfera DPPH (%) (mg.mL™* equivalentes
(absorvancia 700 nm)

de Trolox)
) ) CO2 66,98+0,48 2,07+0,03 0,12+0,0002
Inicio do ensaio
Normal 65,34+1,27 2,11+0,01 0,12+0,0001
) ) CO2 73,05+2,17 2,18+0,01 0,12+0,0003
Fim do ensaio
Normal 53,71+£3,71 2,18+0,02 0,12+0,0001
Significancia
Colheita (C) n.s n.s n.s
Atmosfera (A) n.s n.s n.s
CxA * n.s n.s

TValores expressos como média + erro padrao de trés repeticoes e analisados estatisticamente para os niveis de signi-
ficancia n.s. (ndo significativo, p>0.05); * (p<0,05); ** (p<0,01) e *** (p<0,001).

De acordo com os dados obtidos (Quadro 6), podemos verificar que o tipo de atmos-
fera de conservacdo ndo influenciou de fora categodrica os teores médios da atividade
antioxidante (AA). No entanto observamos que os valores obtidos de atividade antioxi-
dante pelos métodos do poder redutor e ABTS foram elevados e que se mantiveram
constantes no decorrer do trabalho. Ao contrério, a atividade antioxidante avaliada pelo
método do DPPH, diminuiu ao longo do tempo e foi superior na atmosfera saturada em
CO,. Resultados semelhantes foram obtidos por Dourtoglou et al. (2006), que observa-
ram menor atividade antioxidante em azeitonas conservadas em atmosfera normal,
comparativamente a outras formas de conservacdo. Segundo 0s mesmos autores, esta
tendéncia estar4 mais relacionada com a preservacdo de compostos bioativos em CO,
entre os quais carotenos, clorofilas e alguns flavondides como luteolinas. Situacdo ana-

loga a observada no corrente estudo. Também os autores Clodoveo et al. (2007) obser-
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varam que o armazenamento de azeitonas em atmosfera rica em CO, permite uma me-
Ihor conservacgdo das suas caracteristicas organoléticas e das suas propriedades funcio-
nais, o que se confirma como neste estudo devido & maior preservacdo da atividade an-
tioxidante nas azeitonas conservadas em CO..

A diferenca de tendéncia de resultados entre os diferentes métodos de determinacao
da atividade antioxidante, podera estar relacionada com o comportamento dos diferentes
compostos presentes nas azeitonas. Segundo Brand-Williams et al. (1995), diferentes
tipos de compostos tém diferentes tipos de cinética em presenca dos radicais de DPPH.
Segundo os mesmos autores, 0 método do DPPH sera mais associado a variacao de cer-
tos compostos fendlicos, como por exemplo acido cafeico, &cido galico e acido ferdlico,
todos pertencentes a classe dos acidos fendlicos. O que se parece confirmar neste estu-
do, pois amostras com uma maior reducdo de acido caféico também exibiram uma me-
nor atividade antioxidante pelo método do DPPH.

Relativamente ao método do Poder redutor este estd mais associado a variagdo con-
junta dos fendlicos totais do que a variacdo de um qualquer fenélico individual como
acontece com o método do DPPH (Odabasoglu et al., 2005). Assim, porque de um mo-
do geral os teores em fenodlicos totais se mantiveram mais ou menos constantes entre
atmosferas também os teores da atividade antioxidante determinada por este método
pouco variaram, o que confirma a tendéncia reportada por Odabasoglu et al. (2005).

Ja relativamente ao método do ABTS parece estar mais relacionado com a presenca
de pigmentos que para além de interferirem na cor dos extratos estdo associados com a
atividade antioxidante, como €é o caso das clorofilas e carotenos (Brand-Williams et al.;
1995). Isto significa que amostras com elevados teores em pigmentos podem apresentar
elevados teores médios de atividade antioxidante. Em certa medida foi o que aconteceu
neste trabalho, ja que ao haver pouca variacdo dos teores de carotenos, quer ao longo do
periodo de amostragem quer entre atmosferas, a atividade antioxidante pelo método do
ABTS manteve-se praticamente constante (Quadro 6).

Relativamente ao método do Poder redutor este estd mais associado a variagdo con-
junta dos fenolicos totais do que a variacdo de um qualquer fendlico individual como
acontece com o método do DPPH (Odabasoglu et al., 2005).

Assim, de acordo com estes resultados e com base em trabalhos realizados anterior-
mente por outros autores (Oliveira et al., 2008; Malheiro et al., 2011, 2012), parece-nos

evidente que a maior atividade antioxidante das azeitonas em CO; pode ser justificada
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pela menor reducdo em compostos bioativos, neste tipo de atmosfera. De facto, anali-
sando as diferengas de teores em compostos bioativos, entre o inicio e o fim do ensaio,
as azeitonas em CO, tiveram um menor redugdo de compostos fendlicos, antocianinas e
carotenos, do que as amostras mantidas em atmosfera normal (Quadros 4 e 5). Assim,
do ponto de vista das propriedades funcionais, conservar as azeitonas em CO; tera uma

maior vantagem do que as conservar em atmosfera normal.
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Capitulo 5

Conclusao







5.1- Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, de uma forma geral, conseguimos atingir o0s
objetivos a que nos propusemos com a realizacdo deste estudo. Verificou-se que foi
possivel observar que a atmosfera rica em CO, favoreceu a diminuigdo da oleuropeina,
mantendo os teores de compostos bioativos e com isto a manutencao das suas proprie-
dades benéficas como uma moderada a elevada atividade antioxidante. As caracteristi-
cas antioxidantes encontram-se em teores mais baixos nas azeitonas sujeitas a atmosfera
normal do que na atmosfera rica em CO,, 0 que revela que as propriedades funcionais
das azeitonas sdo conservadas na atmosfera com CO,.

A analise sensorial mostrou que nas azeitonas armazenadas em atmosfera de CO,, a
diminuicdo de amargor foi detetada logo nos primeiros 20 dias. Por outro lado o indice
de cor mostrou que a cor verde/amarelada manteve-se; as analises de textura indicaram
que os frutos ndo perderam as caracteristicas fisicas, como rigidez e consisténcia.

Em relacdo aos compostos fenolicos e orto-difendis verificamos que na Gltima amos-
tragem houve uma redugéo de 20% em ambos os parametros. No que respeita ao perfil
fendlico e dando importancia ao composto fenolico responsavel pelo amargor das azei-
tona, ou seja, a oleuropeina observou-se na ultima data de amostragem o teor nas azei-
tonas deste fenolico 7 vezes superior na atmosfera normal em relacdo a atmosfera satu-
rada em CO,.

No que diz respeito ao valor biol6gico (por compostos bioativos) das azeitonas nos
diferentes tratamentos constatamos que a atividade antioxidante foi superior nas azeito-
nas da atmosfera saturada em CO,, pode ser justificada pela menor redugdo em compos-
tos bioativos, neste tipo de atmosfera, em consequéncia que os compostos fendlicos
tiveram uma menor reducédo, assim como as antocianinas e os carotenos. Assim, do pon-
to de vista do valor biol6gico e nutricional a ingestdo das azeitonas na dieta alimentar,
cuja desamerizacao ocorreu em atmosfera saturada de CO, parece ser vantajoso.

E por ultimo, o armazenamento em CO, permite reduzir o amargor natural das azei-

tonas sem 0 uso de substancias quimicas, com um impacto ambiental menor.
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5.2- Consideracgdes Futuras

Com base nos resultados preliminares deste trabalho sugerimos que seria oportuno
dar continuidade a este tema, sobretudo devido a importancia que a ingestao da azeitona
de mesa assume cada vez mais no nosso Pais, por forma a termos dados mais conclusi-
vos. Assim, achamos que seria apropriado: i) estudar outras cultivares destinadas a azei-
tona de mesa, pois estas poderao ter diferentes comportamentos face as mesmas condi-
cOes de desamerizacgdo; ii) estender os ensaios por um periodo de tempo mais alargado;
iii) comparar o efeito do CO, na desameriza¢do com outros tipos de processamento para
o0 mesmo fim, seja a nivel industrial e também de forma tradicional, e conservacao tra-
dicional (por exemplo salmoura); iv) seria interessante aplicar este tipo de processamen-
to na mesma cultivar mas ndo em sequeiro, como no presente trabalho, mas em azeito-
nas provenientes de oliveiras com diferentes estratégias de rega, dado que a rega dimi-
nui o teor em compostos fendlicos totais e 0 amargor; atualmente ndo faz sentido pro-

duzir azeitonas de mesa em sequeiro porque o peso e calibres dos frutos sdo menores.
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Anexos






Provador

Nome:

utadegy, Universidade snere: ()
o M\ de Trds-os-Montes e
e Alto Douro -

Amargor [0(1]2[3 4|5

0-Auséncia de amargo  1-Pouco percetivel - 2- Pouco amargo 3-Medianamente  4-Amargo 5- Muito Amargo

Textura |0|1|2|3(4]|5

0-Muito Mole  1-Mole  2- Algo Mole  3- Medianamente ~ 4- Mais Firme  5- Firme

Doce 0/1(2(3|4|5

0-auséncia de doce 1- Nadadoce 2-Poucodoce 3- Medianamente 4- Mais Doce  5- Doce

Frutado |o|1]2|3|4]|5

0-Auséncia de frutado 1-Nada Frutado 2- Pouco Frutado 3-Medianamente 4- Mais Frutado 5- Frutado

Verde 0/1/2(3(4]|5

0-Ausénciade verde  1-Nada Verde 2-Pouco Verde 3- Medianamente 4- Mais Verde 5- Verde

Cheiro ol1]/2(3]4]s5

0-Auséncia de cheiro  1-Nada Azeitona 2-Pouco 3- Medianamente 4- Mais 5- Muito Azeitona

Aparéncia [0|1|2(3 4|5

0-Totalmente lisa 1-Nada enrugada 2- Pouco 3- Medianamente 4- Mais 5- Muito enrugada

Cor 012345

0-Ausénciade verde 1-Nada verde 2-Pouco 3- Medianamente 4- Mais 5- Muito verde

Penetrometro:

Tese de Mestrado de Catia Mendes
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