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1. INTRODUCAO

Atualmente sdo cultivadas em torno de 5.000 hectares de oliveiras no
Brasil, sendo estas divididas em areas localizadas nas regides Sul e Sudeste. O
Rio Grande do Sul, € o principal estado produtor com uma area cultivada de
aproximadamente 3.500 hectares (Pro-oliva, 2016).

A producdo de azeite nacional apresenta grande potencial de expansao.
De acordo com dados estatisticos recentes do Conselho Oleicola Internacional —
COl, o Brasil € um dos maiores mercados consumidores de produtos de oliveira
(Olea europeae L.), o pais importou nos ultimos 5 anos uma média de mais de 60
mil toneladas/ano e foram produzidos em torno de 2,854 milhdes de toneladas do
0leo, sendo os paises do continente europeu 0os maiores fornecedores seguidos
da Argentina. Contudo a expansédo da producdo de azeitonas e azeite no pais e
todos os beneficios que podem ser gerados por esta atividade depende da
capacidade de obtencédo de azeites de qualidade. A qualidade dos azeites esta
relacionada a composicdo quimica destes produtos, a qual é influenciada pelas
condicGes edafoclimaticas do local de cultivo das oliveiras e cultivar empregada,
bem como pelo processamento pds-colheita (MELLO, 2012).

A composicdo dos azeites € formada majoritariamente por triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos livres, em menor proporcao
encontram-se pigmentos, compostos volateis, polifendis, tocoferéis, ceras e
esterbis (BALLUS et al., 2014; DAIS; HATZAKIS, 2013). Entre estes, o0s
compostos fendlicos desempenham um importante papel na qualidade dos
azeites de oliva dado que influenciam no sabor e estabilidade oxidativa dos
mesmos. Ademais 0s compostos fendlicos sdo uma classe de compostos
amplamente conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, por induzir apoptose em células cancerigenas e inibir a oxidacao
lipidica e com isso varios beneficios a saude sédo atribuidos ao consumo de azeite
de oliva (FRANCO et al., 2014; MEZA-MIRANDA et al.,, 2016). Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da cultivar e safra de cultivo sobre
a composicao fendlica de azeites de oliva extra virgem monovarietais produzidos
em Pinheiro Machado.

2. METODOLOGIA
Foram analisados azeites de oliva monovarietais das variedades

Arbequina, Arbosana, Coratina, Frantoio, Koroneike e Picual das safras de 2017 e
2018, cultivadas no municipio de Pinheiro Machado, RS. A extracdo dos azeites
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foi realizada no laboratorio de azeites da Embrapa Clima Temperado, utilizando o
sistema Abencor, através da ruptura e centrifugacéo dos frutos, constituido de um
moinho MM-100, um termobeater TB 100 e uma centrifuga CF-100 (MC2,
Ingenieria y Systemas, Sevilha, Espanha) com posterior decantagéo e filtracao.
As amostras foram embaladas em fracos ambar e transportadas até o Laboratério
de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM) da UFPel.

Para a extracdo dos compostos fendlicos individuais utilizou-se uma
técnica tradicionalmente empregada baseada na extracdo liquido-liquido (LLE).
Pesou-se 2,50 g de azeite e adicionou-se 2,0 mL de uma mistura metanol:agua
(70:30) e 2,0 mL de hexano. Agitou-se vigorosamente por um minuto e procedeu-
se com agitacao lenta por mais 20 minutos. Logo apos realizou-se a centrifugacao
do extrato a 7000 x g a 4 °C por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante e
submeteu-se ao processo de filtracdo através de uma membrana de nylon de 0,22
pm (AllCrom, St. Louis, Mo, EUA).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos empregou-se a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Dez microlitros do
extrato foram injetados em um cromatografo a liquido (UFLC, Shimadzu)
acoplado a espectrometro de massas de alta resolucéo tipo quadrupolo-tempo de
voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics). Para a separacdo cromatografica foi
utiizada uma coluna Luna C18 (Phenomenex), utilizando solu¢cdo de &cido
férmico em agua (0,1% v/v, eluente A) e de acetonitrila acidificada com 0,1% de
acido férmico (eluente B) como fase mével. O fluxo utilizado foi de 0,2 mL mint e
a temperatura da coluna de 40 °C. Para separacéao utilizou-se um gradiente: 0,00
min — 10% B, 0,01 — 10,00 min, 75% B, 15,00 — 18,00 min, 90% B, 18,00 — 21,00,
90% B, 21,01- 23,00 min, 10% B, manteve-se por 7 minutos nessa condicao.

O espectrometro de massas foi operado no modo negativo, com espectros
adquiridos ao longo de uma faixa de massas de m/z 50 a 1200. Os parametros de
aquisicao foram: voltagem do capilar 4 kV, pressao do gas de nebulizacdo (N2) de
2 bar, gas de secagem em 8 L min!, temperatura da fonte de 180°C, colisdo de
RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O
equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10mM, cobrindo toda a faixa de
aquisicdo de m/z 50 até 1200. Além disso, experimentos automéaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z
100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, e usando nitrogénio como gas de
colisdo. A identificacdo dos compostos acido cafeico, acido ferulico, acido p-
cumarico, acido vanilico, acido siringico, apigenina, hidrotirosol, luteolina e tirosol
foi realizada por comparacdo com padrbes externos (Sigma Aldrich) e curvas de
calibracdo foram utilizadas para quantificagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados nove compostos fendlicos nas amostras de azeites de
oliva de ambas safras 2017 e 2018. Entre os &cidos fendlicos, foram identificados
dois derivados do acido hidroxibenzoico (acido vanilico e acido siringico) e trés
derivados do acido hidrocindmico (acido cafeico, acido p-coumarico e acido
ferulico). No grupo dos flavonoides, foram identificadas duas flavonas, apigenina e
luteolina. Além disso, dois alcoois fendlicos foram encontrados (hidroxitirosol e
tirosol). Em ambas safras o tirosol foi o composto fendlico predominante em todas
as cultivares avaliadas, sendo o azeite da cv. Arbequina o0 que mais continha este
composto. Os flavonoides foram o segundo grupo de compostos mais abundantes
e 0s azeites da cultivar Arbosana, em ambas safras, apresentaram o maior teor
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de apigenina. Ja para luteolina a maior concentracdo foi observada na cultivar
Arbequina, independente do ano de cultivo.

A cultivar Arbequina apresentou maior teor de acidos fenolicos em relacao
as outras cultivares avaliadas na safra de 2017, com excec¢ao do &cido vanilico e
acido p-coumérico, 0s quais se apresentaram em maior concentracdo nas
cultivares Arbosana e Picual, respectivamente. Na safra de 2018, foi observado o
mesmo comportamento para o acido ferulico e acido vanilico, quando a cultivar
Arbequina apresentou maior concentragdo desses &cidos. Ja os acidos cafeico e
siringico estiveram em maior concentracao na cultivar Koroneike.

O ano de cultivo influenciou a concentracdo dos compostos fendlicos dos
azeites. Azeites produzidos na safra de 2018, independente da cultivar
apresentaram maior teor de acido cafeico, &cido siringico e hidroxitirosol, em
contrapartida azeites da safra de 2017 se destacaram pela maior concentracao de
tirosol (Tabela 1).

Tabela 1: Quantificacdo dos compostos fendlicos (mg kg?) em azeites extra
virgem produzidos em Pinheiro Machado

Compostos Acido cafeico Acido ferulico Acido p-coumérico
2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina  0,008+0,00Ba 0,95+0,01Ab 0,06+0,00Aa 0,05+0,00Ba 0,24+0,02Bb 0,38+0,00Aa
Arbosana 0,003+0,00Bc 0,55+0,01Ad 0,03+0,00Ab 0,02+0,00Bc 0,05+0,00Acd 0,03+0,00Be
Coratina 0,003+0,00Bc 0,42+0,00Af 0,03+0,00Ab 0,01+0,00Bd 0,08+0,00Ac 0,05+0,00Bd
Frantoio 0,001+0,00Bd 0,46+0,00Ae 0,02+0,00Ad 0,02+0,00Bc 0,02+0,00Ad 0,01+0,00Af
Koroneike 0,001+0,00Bd 2,27+0,00Aa 0,02+0,00Bd 0,04+0,00Ab 0,04+0,00Bd 0,09+0,01Ac
Picual 0,006+0,00Bb 0,62+0,02Ac 0,02+0,00Ad 0,01+0,00Bd 0,30+0,03Aa 0,32+0,00Ab
Compostos Acido siringico Acido vanilico Apigenina
2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,43+0,03Ba 0,61+0,04Ab 0,20+0,02Bc 0,24+0,00Aa 1,89+0,09Bc 2,98+0,03Ab
Arbosana 0,06+0,00Bc 0,17+0,00Ae 0,25+0,02Ab 0,19+0,00Bc 6,61+0,54Aa 5,83+0,04Ba
Coratina 0,04+0,01Bc 0,37+0,04Ad 0,20+0,01Ac 0,06+0,00Be 0,56+0,02Ad 0,31+0,00Ae
Frantoio 0,09+0,00Bb 0,14+0,00Ae 0,26+0,02Ab 0,12+0,00Bd 0,88+0,08Ad 1,12+0,05Ad
Koroneike 0,06+0,00Bc 0,74+0,01Aa 0,13+0,01Bd 0,22+0,00Ab 3,64+0,37Ab 2,41+0,05Bc
Picual 0,10+0,00Bb 0,48+0,00Ac 0,31+0,05Aa 0,19+0,00Bc 1,08+0,08Ad 1,14+0,06Ad
Compostos Hidroxitirosol Luteolina Tirosol
2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,45+0,02Bc 1,21+0,03Ac 2,14+0,05Ba 2,39+0,21Aa 330,58+1,15Aa 44,98+0,61Bb
Arbosana 0,59+0,01Ac 0,37+0,00Ae 1,56+0,15Ab 1,32+0,01Bb 65,57+0,64Ad 27,71+0,01Be
Coratina 0,73+0,02Bb 1,74+0,01Ab 0,49+0,02Ae 0,47+0,02Ac 48,25+1,10Ae 33,51+0,25Bd
Frantoio 1,27+0,02Aa 0,38+0,00e 0,85+0,04Ad 0,58+0,02Bc 74,62+4,79Ac 49,63+1,45Ba
Koroneike 0,45+0,01Bc 1,89+0,04Aa 1,39+0,04Ac 1,24+0,01Bb 101,28+1,00Ab 38,50+0,12Bc
Picual 0,49+0,00Bc 0,67+0,01Ad 1,32+0,06Ac 1,29+0,04Ab 51,61+0,91Ae 33,43+0,06Bd

Resultados expressos em média + desvio padréo. Diferencas significativas (p<0,05) na mesma
linha sdo indicadas por letras mailsculas diferentes. Diferencas significativas (p<0,05) na mesma
coluna séo indicadas por letras minusculas diferentes.

Os compostos fendlicos sdo importantes na estabilidade oxidativa dos
azeites, além de contribuir nas caracteristicas sensoriais, visto que sao
responsaveis pelo amargor dos azeites. Esses compostos séo influenciados por
véarios fatores, como cultivar, grau de maturacdo, condi¢cbes edafocliméticas e
condic¢des de processamento (MELLO, 2012).

Conforme os dados, o tirosol obteve maior concentracdo em todas as
cultivares estudadas possuindo maior teor na safra no ano 2017 em relacdo a
safra seguinte. Os flavondides é segundo grupo mais abundante no teor de
compostos fenodlicos. Os compostos fendlicos de azeites de oliva extra virgem

(sigla do inglés EVOO) da cultivar arbequina de azeitonas de nove regides da
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Espanha (Granada, Jaén, Méalaga, Cadiz, Sevilha, Albacete, Toledo, Valladolid e
Lérida) e duas regides do Brasil (Rio Grande do Sul e Minas Gerais) 0s
flavondides foram o principal grupo, apresentando variacdo de 93 a 36% do total
(Borges et al., 2017).

O perfil de compostos fendlicos de diferentes cultivares (Arbequina,
Koroneike, Manzanilha e Coratina), a cultivar Coratina cultivada no RS se
destacou pela maior concentracdo de compostos fendlicos em relacdo as outras
cultivares avaliadas (Ballus et al., 2015).

Neste estudo a cultivar Arbequina cultivada no RS apresentou maior
concentracdo de tirosol que hidroxitirosol. O aumento de compostos fendlicos,
dentre eles da oleuropeina e de hidroxitirosol ttm como consequéncia o aumento
da capacidade antioxidante em cultivares submetidas a algum tipo de estresse
(Romani et al., 1999).

4. CONCLUSOES
Foram identificados e quantificados por LC-MS nove compostos fendlicos no qual
o0 composto predominante em todas as espécies avaliadas foi o alcool fendlico
tirosol. A cultivar Arbequina foi a que apresentou maior teor de acidos fendlicos.
Estes resultados demonstram que a além do fator ambiental ha contribuicdo
genética para variabilidade de composicao fendlica em azeites.
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