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Resumo: Os compostos fendlicos presentes em azeite de oliva tém sido associados
tanto as propriedades benéficas a saude proporcionadas pelo consumo de azeite, como a
estabilidade oxidativa e caracteristicas sensoriais do azeite de oliva virgem, sendo que o
conteddo desses compostos em azeite sofre influéncia de fatores genéticos e
agrondmicos. Assim, a quantificacdo desses compostos em azeites de oliva virgem €
importante para caracterizacdo de azeites monovarietais e para dar suporte a estudos
agrondmicos relacionados a olivicultura. O presente trabalho teve como objetivo
verificar se a etapa de extracdo de compostos fendlicos de azeite de oliva como descrita
pelo método recomendado pelo International Olive Council (IOC) é suficiente para a
recuperagdo desses compostos em azeite de oliva extra virgem. Os resultados obtidos
mostraram que foi necessario adaptar o método de extracdo recomendado pelo 10C,
com o aumento do tempo de agitagdo em vortex e inclusdo de uma segunda etapa de
extracdo. O conteldo total de compostos fendlicos encontrado no azeite analisado foi de
601 mg/kg, o que estd de acordo com os resultados apresentados na literatura cientifica.
Palavras chave: azeite de oliva, biofenois, método de extracdo, CLAE-DAD.

Abstract: Phenolic compounds present in olive oil have been associated to the healthy
properties promoted by olive oil consumption, as well as to oxidative stability and
sensorial characteristics of virgin olive oil, being the content of these compounds
affected by genetic and agronomic factors. Therefore, phenolic compounds
quantification is important both for monovarietal olive oil characterization and as
support for agronomical studies related to olive culture. The objective of this study was
verify if the extraction step of olive oil phenolic compounds, as described by
International Olive Council (IOC) in its recommended method, is sufficient to recover
these compounds from extra-virgin olive oil. The obtained results showed that the IOC
extraction method needed to be adapted increasing the vortex time and adding a second
extraction step. The total content of phenolic compounds found in the olive oil analyzed
was 601 mg/kg, which is in agreement with results reported in scientific literature.
Key-words: olive oil, biophenols, extraction method, HPLC-DAD.

1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos presentes no azeite de oliva tém sido associados as
propriedades benéficas a saude atribuidas ao azeite, tais como reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, distarbios neurologicos e céncer de
mama. Por outro lado, esses compostos também estdo associados a estabilidade
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oxidativa e as caracteristicas sensoriais (sabor e aroma) de azeites de oliva virgem
(Frankel et al., 2013). Além disso, a composicdo de fendis em azeite pode variar em
funcdo do tipo de cultivar, condi¢des de cultivo e localizagdo geogréfica dos olivais (El
Riachy et al., 2011; Garcia-Gonzalez et al., 2010; Vinha et al., 2005).

Dessa forma, a quantificacdo desses compostos em azeites de oliva virgem é de
grande interesse tanto para caracterizacdo de azeites monovarietais produzidos
comercialmente ainda ndo caracterizados, como dentro dos programas de melhoramento
genético de oliveiras e estudos relacionados as praticas agronémicas na olivicultura, nos
quais a EPAMIG e a Embrapa tém trabalhado nos Gltimos anos.

Para a quantificacdo de compostos fenolicos em azeite 0 método geralmente
utilizado € aquele recomendado pelo 10C (International Olive Council) (COI/T.20/Doc
n°® 29, 2009), o qual se baseia em uma etapa de extracdo seguida de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD). O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo verificar se a etapa de
extracdo como descrita pelo método do IOC é suficiente para a recuperacdo dos
compostos fenolicos presentes em azeite de oliva extra virgem.

2. MATERIAL E METODO

Amostras de azeite de oliva extra virgem foram obtidas no comércio local.
PadrGes de acido siringico, tirosol e oleuropeina, pureza > 95 %, foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

A andlise de compostos fendlicos foi realizada com base no método
recomendado pelo I0C (COI/T.20/Doc n° 29, 2009), com modificagcdo na etapa de
extracdo a qual originalmente consiste em 1 etapa de agitacdo em vortex durante 1 min
seguida de agitacdo em ultrassom por 15 min, na presenca de 5 mL de solucdo extratora
(metanol/agua 80:20), utilizando 2 g de amostra. Inicialmente os compostos fenolicos
foram extraidos com 1, 3 e 5 min de agitacdo no vortex. Apo6s a defini¢do do tempo de
extracdo no vortex, 2 g de azeite de oliva foram submetidos a extracdo com 5 mL de
solucdo extratora e apds centrifugacdo e coleta do sobrenadante, o material foi
submetido a uma segunda etapa de extracdo utilizando mais 5 mL de solucdo extratora.
Os extratos da primeira e da segunda extracdo foram coletados em separado e
submetidos a analise cromatografica.

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Waters Alliance
(Milford, EUA), modelo 2695, equipado com sistema de bombeamento quaternario,
desgaseificador on-line, sistema de injecdo automética com valvula Rheodyne
(Rheodyne LCC, Rohnert Park, EUA), forno externo para controle de temperatura na
coluna e detector de arranjo de diodos modelo 2998 (Waters). Os dados foram
adquiridos e processados utilizando o software Empower 2 (Waters). Os espectros de
UV foram obtidos entre 200 e 400 nm e os cromatogramas foram processados a 280
nm. Os compostos fendlicos foram separados em coluna de Cyg X-Bridge (3,5 um, 150
x 3,0 mm d.i., Waters), utilizando como fase movel gradiente linear de solugdo aquosa
de &cido formico 0,4 %,/ acetonitrila/metanol na proporgéo inicial (96:2:2), seguindo
para (50:25:25) em 50 min e em seguida para 0:50:50 em mais 5 min, mantendo essa
propor¢ao por mais 2 min, com fluxo de 0,4 mL/min e temperatura na coluna de 35 °C.

A definicdo da faixa onde ocorre a eluigdo dos compostos fenolicos foi realizada
por meio da comparagdo com padrfes analisados nas mesmas condicdes, verificacdo
dos espectros de UV dos picos cromatograficos e comparacdo com os dados
apresentados no método do 10C. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada
considerando o somatorio de area dos picos cromatograficos correspondentes aos



compostos fendlicos, utilizando &cido siringico como padrdo interno e uma solucdo de
acido siringico e tirosol para calibracéo externa, conforme descrito no método do 10C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A ilustra o cromatograma obtido na analise de compostos fendlicos
presentes em azeite de oliva extra virgem comercial, onde os compostos fenolicos
eluem entre 8,0 e 55,5 min, sendo que o pico cromatografico com tg 8,5 min foi
atribuido ao hidroxitirosol por comparagdo com padrdes e dados do COI/T.20/Doc n° 29
(I0C, 2009), considerando espectro de absor¢do no UV e ordem de eluicdo em fase
reversa. O ultimo pico atribuido a composto fenolico (trx 55,5 min) foi definido
considerando espectro de absor¢do no UV e comparagdo com os dados apresentados
pelo I0C no método COI/T.20/Doc n° 29 (10C, 2009).
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Figura 1 — Cromatograma obtido para os compostos fendlicos presentes em azeite de
oliva extra virgem (1* extracdo), processado a 280 nm. Demais condicdes
cromatograficas, ver item 2 (material e método).

Na avaliacdo do tempo de agitacdo em vortex, os extratos obtidos com 1, 3 e 5
min foram analisados por CLAE-DAD e, para comparacéo, foi considerado o somatorio
das areas dos picos cromatogréaficos correspondentes aos compostos fendlicos corrigido
pela massa de amostra utilizada na extracdo. Os resultados obtidos demonstraram que o
aumento no tempo de agitacdo em vortex permitiu um aumento de cerca de 2 vezes no
somatorio de areas, indicando uma melhora consideravel na eficiéncia de extracao.
Assim, ficou definido o tempo de 5 min de agitacdo em vortex para as analises
subsequentes.

Na avaliacdo das duas etapas de extracdo, os compostos fenolicos foram
guantificados em uma amostra de azeite de oliva extra virgem comercial, analisada em
triplicata. Os resultados obtidos (Tabela 1) mostram que o conteddo de compostos
fendlicos obtido na segunda extracdo representou cerca de 46 % do contetido extraido
na primeira extracdo, indicando que uma etapa de extracdo apenas, como recomendado
pelo I0OC, ndo ¢ suficiente para extracdo quantitativa dos compostos fendlicos presentes
em azeite de oliva.



Tabela 1 — Conteddo de compostos fenolicos em azeite de oliva extra virgem
submetido a duas etapas de extracéo.

Conteudo de Compostos Fenolicos (mg/kg)

Extracdo 1 323,9 + 32,2
Extracdo 2 277,0+£10,5
Total 600,9 + 21,9

& Média + desvio padréo de analise em triplicata.

Dessa forma, recomenda-se que sejam realizadas pelo menos duas etapas de
extracdo, combinando os dois extratos para a determinacdo do conteddo de compostos
fendlicos em azeite de oliva. Uma terceira etapa de extracdo pode ser considerada e
necessita ser avaliada quanto a sua contribuicao para extracdo quantitativa.

O conteldo total de compostos fendlicos encontrado no azeite analisado esta na
mesma faixa dos teores relatados na literatura para amostras de azeite de oliva virgem
(Brenes et al., 1999; Carrasco-Pancorbo et al., 2009; Garcia et al., 2012; Garcia-
Gonzaélez et al., 2010).

4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a necessidade de adaptacdo do método de anélise
de compostos fenolicos em azeite de oliva recomendado pelo IOC em relacdo a extracdo
dos analitos de interesse, sendo recomendado o aumento do tempo de agitacdo em
vortex antes da agitacdo em ultrassom para pelo menos 3 min. Além disso, uma segunda
etapa de extracdo mostrou-se necessaria para a recuperacdo dos compostos fenélicos
presentes no azeite. Como continuidade deste trabalho, sugere-se a avaliacdo da
necessidade e viabilidade de uma terceira etapa de extragdo, bem como a verificacdo de
parametros de validacdo do método.
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