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RESUMO

Nos ultimos anos tem sido crescente a deteccado de fraudes em azeite de
oliva, sendo que o controle analitico € quase inexistente no Brasil. Com o intuito
de disponibilizar ao setor de vigilancia e controle de qualidade mais um
instrumento na detecgcdo de adulteragcbes no azeite de oliva, realizou-se neste
trabalho a adequagcdo da metodologia para determinagdo da composicdo em
fitosterdis no azeite de oliva, mediante saponificagdo da amostra na presencga de
padrdao interno (dihidrocolesterol), extracdo e separagdo dos componentes
insaponificaveis por cromatografia em camada delgada, isolamento e extragdo dos
esterdis totais e identificacdo e quantificacdo de seus constituintes por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama. A separagao
cromatografica dos fitosterdis foi realizada em coluna capilar de silica fundida LM-
5 (5% fenil 95% metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3uym), com isoterma a
300°C. Foram adquiridas 29 marcas de azeite de oliva (azeite de oliva extra
virgem, azeite de oliva e azeite de oliva puro) disponiveis no comércio de
Campinas, importadas da Argentina, Espanha, Itdlia e Portugal, sendo que 27
marcas foram envasadas no pais de origem. As amostras foram submetidas
previamente a determinagdo da acidez (% AGL), medida do coeficiente de
extingdo especifica (Kzs2 € Koo nm), determinagdo da composicdo em acidos
graxos, teor de mono e poliinsaturados, teor de isémeros trans e dos indices de
iodo e de saponificagdo calculados. Observou-se que o grau de acidez
encontrava-se dentro dos limites estabelecidos para a classificacdo de cada tipo
de azeite, mas 8 marcas apresentaram absorcio especifica no ultravioleta a 232 e
270 nm acima dos valores limites para a categoria do azeite. Pela composi¢ao em
acidos graxos e consequente avaliagao dos indices de iodo e de saponificagao, 4
marcas de azeite foram descartadas, em funcdo do baixo teor de acido oléico e
elevado conteudo de &cidos linoléico, linolénico e isbmeros trans. Diante das
irregularidades observadas, confirmou-se para estas 4 marcas a adulteragcéo

grosseira com outro 6leo vegetal. As 25 marcas restantes foram submetidas a

Xiv



avaliacdo da composigdao em fitosterdis, de modo a testar a eficiéncia da
metodologia e avaliar a legitimidade dos azeites. As determinagdes foram
realizadas em duplicata. O resultado do percentual dos principais fitosterdis
mostrou que € possivel detectar fraude no azeite de oliva com outros Oleos
vegetais, por apresentar teor de beta-sitosterol inferior ao valor minimo de 93%,
recomendado pela Resolugdo n°® 482 da ANVISA. A quantificacdo dos fitosterodis
totais complementou as informagdes anteriores e permitiu detectar adulteragéo do

azeite de oliva com azeite de oliva de qualidade inferior.

XV



SUMMARY

The detection of frauds in olive oil has been on the increase in the recent
years, being the control almost inexistent in Brazil. With the intention to make it
available another olive oil detection tool adulterations to the inspection and quality
control sector it was accomplished in this work the methodology adequacy to
determinate the phytosterols composition in olive oil, through saponification of the
sample with internal standard (alpha-cholestanol), extraction of unsaponifiable
matter and separation of the unsaponifiable components through thin layer
chromatography, total sterols isolation and extraction and identification and
quantification of its contents through gas chromatography with flame ionization
detector. The phytosterols chromatographic separation was accomplished in
melted silica capillary column LM-5 (5% phenyl 95% methyl polisiloxane, 30m x
0.25 mm x 0.3 um), with isotherm at 300°C. Twenty nine brands of olive oil were
purchased (extra virgin olive oil, olive oil and pure olive oil) available in Campinas
market, imported from Argentina, Spain, Italy and Portugal, from which 27 brands
were bottled in the origin country. The samples had previously undergone a free
fatty acid determination (%FFA), specific extinction coefficient determination (Kzs2
e Ku7o nm) and fatty acid composition determination and consequent evaluation of
mono and polyunsaturated, of trans isomers content and calculated iodine and
saponification values. It was observed that acidity content was within the
established limits for the classification of each type of oil, however 10 brands that
showed an ultraviolet absorptivity at 232 e 270 nm above the limit values for the oil
category. Through the fatty acid composition and consequent evaluation of
saponification and iodine values, 4 brands of oil were discarded, due to the low
oleic acid and high linoleic, linolenic and trans isomers contents. Before the
observed irregularities, it was confirmed for these 4 brands a gross adulteration
with another vegetable oil. The remaining 25 brands were submitted to the
evaluation of phytosterols composition, in order to test the efficiency of the

methodology and to evaluate the legitimacy of the oils. The determinations were
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performed in duplicates. The percentual result of the main phytosterols showed
that it is possible to detect a fraud in olive oil with other vegetable oils, for
presenting a beta-sytosterol content inferior to the minimum value of 93%,
recommended by the ANVISA Resolution n°® 482. The quantity of total phytosterols
complemented the previous information and allowed to detect olive oil aduterations

with inferior quality olive oils.
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INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos tempos o azeite de oliva tem ganho popularidade em todo o
mundo devido seu delicado aroma e sabor agradavel, bem como pelo seu valor
nutricional e importancia para a saude do consumidor. O azeite de oliva virgem de
alta qualidade ¢é obtido de olivas saudaveis e em perfeitas condicoes de
maturagao, sem qualquer manipulagdo ou tratamento que altere as propriedades
quimicas de seus componentes. Desta forma, o azeite de oliva virgem & um
produto natural comparado com a maioria dos outros 6leos vegetais que sao
obtidos de sementes oleaginosas por trituracdo e ainda necessitam da ajuda de
solventes para serem extraidos (DOBARGANES, 2000; RANALLLI, et al., 2000).

O azeite de oliva é um 6leo nobre e apresenta elevado prego de mercado
por suas caracteristicas sensoriais, aliado ao processo lento de cultivo da oliveira
e consequente producao limitada do mesmo. A maior parte da produgdo mundial
do azeite de oliva origina-se dos paises do Mediterraneo, especialmente da Italia,
Espanha, Grécia e Franga. Quantidades menores sédo produzidas na Tunisia,
Turquia, Portugal, Marrocos, Libia e outros paises proximos ao Mar Mediterraneo
e também na Argentina e no Estado da Califérnia nos Estados Unidos. Entretanto,
nem todo o azeite de oliva consumido no mundo é de boa qualidade. Grandes
quantidades deste 6leo sdo submetidas ao processo de refino, principalmente por

se originarem de olivas de baixa qualidade.

A qualidade do azeite de oliva é influenciada por varios fatores, tais como:
variedade da oliveira, condigdes climaticas e do solo, praticas de cultivo, estado de
maturagao das olivas, infestacdo por pragas, tempo de processamento das olivas
apdés a colheita, entre outros. A principal classificacdo do azeite quanto a
qualidade é feita com relacdo a acidez e as caracteristicas organolépticas,
estando diretamente relacionadas ao tipo de processamento sofrido pelo azeite
(KIRITSAKIS; MARKAKIS, 1984; PEIXOTO, 1973).



No Brasil, a qualidade do azeite de oliva € regulamentada pela Resolugao
n° 482 da ANVISA, republicada em 2000, a qual classifica o azeite de oliva quanto
ao processo de obtencdo em azeite de oliva virgem, azeite de oliva refinado,
azeite de oliva e 6leo de bagaco e/ou carogo de oliva refinado. A categoria azeite
virgem ainda recebe uma subclassificagdo de acordo com a acidez do azeite em:
extra virgem, fino, semi-fino ou corrente e lampante. Para cada categoria de azeite
existem parametros estabelecidos pela legislagdo que oferecem limites para se

garantir a identidade e legitimidade do azeite de oliva consumido no pais.

Os dleos vegetais s&o constituidos principalmente por triacilglicerois (95 —
98%) e uma complexa mistura de compostos minoritarios (2 — 5%) de natureza
quimica bastante variada. Estes constituintes exibem uma composi¢ao qualitativa
e quantitativa que depende da espécie vegetal da qual eles sao obtidos. O azeite
de oliva € composto por 55 a 85% de acido oléico, carotendides, compostos
fendlicos e fitosterdis (98 — 185 mg/100 g). Inclui ainda outros componentes
minoritarios tais como flavondides, rutina, luteonina e esqualeno (STARK;
MADAR, 2002).

O azeite de oliva tem sido alvo de diversos tipos de adulteragdes com
outros Oleos vegetais de baixo valor comercial, com azeite de oliva refinado, ou
com Oleo obtido da extracdo com solventes da torta residual da prensagem das
olivas. Com o intuito de detectar e quantificar tais adulteragcdes, muitos métodos
tém sido desenvolvidos e aplicados as analises que determinam qualidade e

pureza aos azeites de oliva comercializados mundialmente.

A determinacdo da composigdo em acidos graxos é uma das principais
analises utilizadas na deteccdo de adulterantes no azeite e segundo Trujillo-
Quijano e Costa (1995), a cromatografia em fase gasosa de alta resolucdo é a

técnica mais apropriada para esta avaliagao.



No entanto, outros critérios sdo levados em consideracdo quando se
pretende avaliar a pureza de um azeite de oliva, tais como: acidez, estabilidade
oxidativa, teor de acidos graxos mono e poliinsaturados, presenga de compostos
oriundos do tratamento térmico a altas temperaturas e sua composicdo em

fitosterois.

O azeite de oliva apresenta composicdo em fitosterdis bastante particular e
tem sido utilizada para detectar adulteragdo com outros 6leos. Como todas as
metodologias, sempre se requer técnicas complementares para o julgamento da
genuinidade de um azeite. Dependendo do processamento pode-se remover
grande parte dos esterdis, e estes 6leos ao serem misturados ao azeite passam
despercebidos na anadlise da fracdo esterdlica. A determinagao dos subprodutos
de degradagao da matéria insaponificavel e gliceridica sdo ferramentas muito uteis

para deteccao de 6leos tratados para conter baixo teor de esterais.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo testar a metodologia para
determinacao e quantificacao de fitosterdis em azeite de oliva, considerando a
eficiéncia das etapas de preparacdo da amostra, a capacidade da coluna em
separar com boa resolucdo os componentes esterdlicos e o uso de padrao interno
como compensador das perdas do analito que podem ocorrer durante as varias

etapas que compdem a metodologia.

Algumas amostras de azeite de oliva comercializados em Campinas,
importados da Argentina, Espanha, Italia e Portugal, foram submetidas as técnicas
analiticas convencionais para caracterizagcao da identidade e pureza dos azeites,
tais como o percentual de acidos graxos livres, o coeficiente de extingado
especifica em ultravioleta, os indices de iodo e de saponificacdo e a composi¢cao
em acidos graxos, segundo normas estabelecidas pela legislagdo em vigor no

Brasil.



ApoOs esta etapa preliminar de caracterizagao, a aplicagao da metodologia
para determinacdo da composicdo em fitosterdis foi avaliada nestas amostras,
com o intuito de complementar o levantamento do perfil de qualidade dos azeites
de oliva disponiveis ao consumidor e de disponibilizar a metodologia para que os
laboratérios de vigilancia e os importadores de azeite tenham acesso a mais um

instrumento de investigacdo e monitoramento da qualidade dos azeites adquiridos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Origem e difusdo da Oliveira

A oliveira tem sido cultivada por milhares de anos nos paises do
Mediterraneo e o azeite de oliva tem apresentado um papel importante na dieta
dos habitantes desta regido e também na sua economia e cultura
(DOBARGANES, 2000).

O cultivo da oliveira é certamente anterior ao século XVI a.C., tendo se
difundido pelas ilhas gregas através dos fenicios, que provavelmente a trouxeram
da Asia Menor e ent&o a introduziram na Grécia, Libia e Cartago . Os fenicios e
cartaginenses sao tidos como implantadores da oliveira na Espanha, tendo esta
cultura se expandido para Portugal, Antilhas e América do Sul. As condicbes
climaticas dos paises do Mediterraneo foram bastante favoraveis ao cultivo da
oliveira, tendo se espalhado rapidamente através de todos os paises da bacia do
Mediterraneo onde hoje € uma caracteristica da regido. O cultivo da oliveira atingiu
regides do continente americano onde as condi¢des climaticas sdo semelhantes a
do Mediterraneo. Na América do Norte a olivicultura foi levada por missionarios
espanhdis e implantada inicialmente na Califérnia. Na América do Sul esta cultura
se espalhou pela Argentina, Chile, Uruguai, Peru, Brasil e outros paises,
introduzida por imigrantes do Mediterraneo (AUED-PIMENTEL, 1991).

A oliveira tem sido cultivada para a obtencido de azeitonas e azeite de oliva
desde os tempos antigos. Na época do Império Romano o cultivo de olivas era
praticado em todas as partes do Mediterraneo. Hoje, com 98% das oliveiras do
mundo, a regido em torno do Mediterraneo ocupa a maior parte da area de
producdo de azeite de oliva no mundo. Amplas flutuagdes na produgcdo sao
caracteristicas do cultivo de oliva. Elas estao relacionadas as incertezas do clima

e a frutificagao alternada, uma caracteristica das oliveiras, na qual uma colheita



abundante tende a ser seguida por uma produ¢do menor no ano seguinte. Nas
ultimas décadas a produgao de azeite de oliva tem se caracterizado por periodo
de grande desenvolvimento seguido por estagnagdo. Na década de 1980 a
producdo mundial esteve em torno de 1,8 milhdes de toneladas, 40% acima do
registrado em meados da década de 1960. Ap6és um periodo relativamente estavel
de produgao ocorreu uma melhora na segunda metade da década de 1990,
atingindo 2,5 milhdes de toneladas. A média para a produ¢do mundial nos ultimos

trés anos é de aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas (I00C, 2003).

1.1 Caracteristicas gerais e climatolégicas da oliveira

A oliveira € uma oleacea perene, extremamente rustica, de longevidade
excepcional. A espécie doméstica pode alcancar mais de 20 metros de altura,
possui folhas estreitas e pequenas e flores brancas. O fruto, a azeitona, € uma
drupa tipica, arredondada, de 15 a 30 milimetros de altura e 15 a 20 milimetros de
diametro, muito carnosa em certas variedades. No verdo apresenta coloracao
verde e no outono vermelho-clara ou quase preta (KIRITSAKIS; MARKAKIS, 1987;
PEIXOTO, 1973).

A azeitona é constituida do pericarpo e do caroco. O pericarpo € composto
pelo epicarpo ou casca, pelo mesocarpo ou polpa e pelo endocarpo, que contém o
carogo. A polpa representa de 66 a 85% do peso do fruto, o endocarpo de 13 a
30% e a casca de 1,5 a 3,5%. O caroco ndo excede 3% do peso do fruto. Cerca
de 96 a 98% do total de dleo da azeitona encontra-se no pericarpo e o restante ,
isto &, 2 a 4% encontra-se no carogo (KIRITSAKIS; MARKAKIS, 1987).

Quando a azeitona atinge a completa maturagdo esta saturada de 6leo. A
maturagao da oliva exerce grande influéncia na qualidade do 6leo obtido, sendo tal
influéncia maior que a exercida por outros fatores com origem e variedade
(FIORINO; PETRUCCIOLI, 1977).



Os processos bioquimicos de acumulo de o6leo na azeitona e os
precursores de sua biossintese durante o periodo de maturagdo dos frutos tem
recebido consideravel atencdo nos ultimos tempos. Tem-se estudado o conteudo
de acgucares durante o desenvolvimento e maturacao dos frutos em diferentes
cultivos e sabe-se que glicose, frutose e manitol sdo os agucares predominantes
nas olivas. No periodo de maturagdo o teor de 6leo aumenta e o de agucares
diminui (NERGIZ; ENGEZ, 2000).

Alguns trabalhos relatam como a composi¢ao do 6leo pode ser influenciada
pela latitude. Também verificaram que a quantidade de acido linoléico aumenta
quando a temperatura diminui, contrario ao que acontece com o acido oléico. Além
disso, percebeu-se que o conteudo de esterdis apresenta grandes flutuagbes. A
concentracao de beta-sitosterol, campesterol e estigmasterol decresce quando o
clima se torna mais frio. A composicdo quimica do azeite de oliva também sofre
variagdo sob influéncia da altitude. Olivas cultivadas proximas ao mar
Mediterraneo produzem oleos diferentes do que aquelas cultivadas nos Alpes
(APARICIO; FERREIRO; ALONSO, 1994).

Mesmo sendo de clima temperado quente, a oliveira € uma planta que
necessita de baixas temperaturas no periodo que antecede a floragao para que se
obtenha bons resultados na producao. Sao ideais as temperaturas de inverno com
médias entre 8 a 10 graus Celsius, altitudes que variam entre 200 e 1.300 metros
e regime de chuvas superior a 800 mm para produgdes econémicas. O pH do
solo, que deve ser superior a 5,5, também interfere na qualidade da produgéo,
principalmente do azeite. A oliveira € uma planta rustica e bem resistente a pragas
e doencas. As principais doengas que atacam a planta sdo a tuberculose da
oliveira (Pseudomonas savastonoi Smith), a antracnose da oliveira (Gloeasporium

olivarum) e fumagina (Cappodium elaeophilum). As pragas Cochonilhas (Saissetia



oleae, Peru) e mosca da oliveira (Dacus oleae, Rossi), além de diversas espécies

de formigas, também podem trazer prejuizos a plantagao (MACHADO, 2003).

1.1.2 Variedades

A oliveira faz parte da familia das Oleaceas, espécie Olea europaea.
Apesar de outras espécies de oliveiras serem conhecidas a maioria das cultivadas
na Europa e América pertencem a esta espécie. E muito dificil categorizar uma
variedade depois de cultivada ha séculos nas condi¢cdes diversas de numerosos
paises. Nos paises ao redor do Mediterraneo existem mais de 50 variedades
conhecidas por diferentes nomes, de acordo com o pais e a regidao (AUED-
PIMENTEL, 1991).

Distingue-se na espécie Olea europaea diversas variedades cujas
diferengcas podem ser causadas pelo solo e regido de cultivo, pelo clima, entre
outros fatores, aumentando o teor de dleo, o volume do fruto, o tamanho do
carogo e o teor e consisténcia da polpa. Dependendo da finalidade a que se
destina a producdo das olivas é indispensavel conhecer as caracteristicas da
variedade, isto é, tamanho e cor do fruto, no caso da conserva. Quando o objetivo
€ a extracdo do azeite, € importante o conhecimento da coloracdo do azeite, da
aceitabilidade no mercado, das dificuldades de extracdo e do rendimento
(PEIXOTO, 1973).

1.2 O azeite de oliva e sua composigao

As olivas e o azeite de oliva sdo produtos importantes na cultura e dieta
mediterranea, junto com graos, legumes, frutas, vegetais e vinho. Parte do valor
nutricional desta dieta € atribuida ao azeite de oliva devido seu alto teor de acidos
graxos monoinsaturados e a seus constituintes menores tais como fitosterdis e

compostos fendlicos. Ha uma notavel diferenca na composicdo dos fendlicos



presentes na oliva e no azeite. Os polifendis das olivas e do azeite de oliva séo
agentes antioxidantes efetivos devido sua capacidade de capturar radicais livres e
de quelar metais (KECELI; GORDON, 2001).

O fruto da oliva é constituido de 50% de agua, 1,6% de proteinas, 22% de
Oleo, 19,1% de carboidratos, 5,6 % de celulose e 1,5% de minerais (TURATTI;
GOMES; ATHIE, 2002).

A qualidade do azeite de oliva é afetada por varios fatores, tais como
técnicas agronOmicas, estacdo do ano, estado sanitario das olivas, estagio de
maturagado, sistema de colheita e transporte, método e duragdo da estocagem e
tecnologias de processamento. A preservagdo da qualidade depende das
condigdes adotadas para estocar o produto e da duragdo da estocagem. Os
azeites de qualidade elevada sao obtidos de olivas frescas, sadias e colhidas no
ponto 6timo de maturagdo. Entretanto, o meio ambiente e a variedade do cultivo
sdo os fatores que basicamente mais afetam a tipicalidade do produto (RANALLI,
et al., 2000).

O processamento é o fator principal que afeta a qualidade do azeite de
oliva. Os azeites obtidos por condicdes de prensagem apropriada originam
produtos de excelente qualidade. Em estudos recentes observou-se que o azeite
de oliva extra virgem extraido por centrifugagcao apresenta qualidade inferior ao
obtido por prensagem. Isto sugere que a trituragdo prévia do carogo da azeitona
causa um significativo aumento da temperatura, o que resulta em um efeito

negativo para a qualidade do azeite (RANALLI, et al., 2001).

Os oleos vegetais sdo constituidos principalmente por triglicerideos (95 —
98%) e uma complexa mistura de compostos minoritarios (2 — 5%) de natureza
quimica bastante variada. Estes constituintes menores exibem uma composigao

qualitativa e quantitativa que depende da espécie vegetal da qual eles sao obtidos.
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No entanto, em uma mesma espécie o0 conteudo e a composi¢gao destes
componentes pode variar devido as condigbes agronbémicas e climaticas, a
qualidade do fruto ou da semente, ao sistema de extracdo do oOleo e aos
processos de refino. Também durante a estocagem do éleo, rea¢des de hidrdlise,
esterificacdo e oxidagado podem originar mudancas nos compostos minoritarios do
produto (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

O azeite de oliva é composto por 55 a 85% de acido oléico (cis 18: 1n-9),
tocoferdis (5-25 mg/100 g, sendo 95% alfa-tocoferol), carotendides (1 — 2 mg/100
g), compostos fendlicos tais como oleuropeina (20 — 500 mg/100 g) e fitosterdis
(98 — 185 mg/100 g). Inclui ainda outros componentes minoritarios tais como
flavondides, rutina, luteonina e esqualeno (STARK; MADAR, 2002).

Segundo Codex Alimentarius (Codex, 1979 e 1987) a composi¢cdao em
acidos graxos, tanto do azeite virgem quanto do azeite de oliva refinado,
[percentual (mol/mol) dos ésteres metilicos] € a seguinte: acido oléico (55, 0 —
83,0), acido palmitico (7,5 — 20,0), acido linoléico (3,5 — 21,0), acido estearico (0,5
— 5,0), acido palmitoléico (0,3 — 3,5), acido linolénico (0,0 — 1,5), acido miristico
(0,0 — 0,05) e outros acidos graxos em quantidades diminutas (GUNSTONE;
HARWOOD; PADLEY, 1994).

Os azeites de oliva da Espanha, Itdlia e Grécia geralmente tém um
conteudo baixo em acido linoléico e palmitico e alto em acido oléico, enquanto o
azeite de oliva da Tunisia possui alto teor de linoléico e palmitico e teores mais
baixos de acido oléico (HAUMANN, 1996).

Atualmente, de acordo com o Regulamento da Comunidade Econdmica

Européia (CEE/ 3568 / 91) e a Resolugdo n° 482 da ANVISA, o limite maximo

estabelecido para o acido linolénico em azeites de oliva é de 0,9 em percentual
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dos ésteres metilicos. Para os outros acidos graxos os teores correspondem aos
estabelecidos no Codex Alimentarius (ANVISA, 2000; CERT, 1995).

O azeite de oliva virgem obtido pela primeira prensagem a frio também
contém uma faixa de compostos antioxidantes e constituintes do aroma. Alguns
estudos tém sugerido que os antioxidantes do azeite de oliva virgem protegem
contra o cancer e aterosclerose. Estas substancias também contribuem para a
estabilidade oxidativa do azeite. Os niveis de antioxidantes dependem de varios
fatores tais como variedade da oliva, condi¢cdes de cultivo e métodos de extracao
(GIMENO, et al., 2002).

A polpa das azeitonas contém compostos fendlicos, na sua maioria
hidrossoluveis. No entanto, o azeite contém ainda algumas pequenas quantidades
de fendis. A classe dos fendis inclui uma série de substancias diferentes, de que
fazem parte os compostos fendlicos simples, como o acido vanilico, o acido galico,
0 acido cumarico e o acido caféico, o tirosol ou hidroxitirosol. Em média, estes
fendis simples representam 4,2mg/100g no azeite extra virgem e 0,47mg/100g no
azeite refinado. Além disso, o azeite contém a oleuropeina e o ligstrosido
(2,8mg/100g no azeite extra virgem e 0,93mg/100g no azeite refinado,
respectivamente), ou moléculas mais complexas, como lignanos (4,15mg/100g no
azeite extra virgem e 0,73mg/100g no azeite refinado, respectivamente), além de
flavondides, como por exemplo a apigenina ou a luteolina. O teor de compostos
fendlicos em azeite depende da forma de cultura e da maturidade dos frutos
quando da colheita. Por exemplo, a concentracdo de hidroxitirosol, tirosol e
luteolina é tanto maior quanto maior for o grau de maturidade das azeitonas,
enquanto que o teor total em compostos fendlicos e a-tocoferol diminui com o grau
de maturidade (ASSMANN; WAHRBURG, 2003).
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A intensidade do amargor do azeite de oliva tem sido atribuida a presencga
dos compostos fendlicos. Estes compostos sdo parcialmentes soluveis em lipideos

e sdo transportados para o 6leo durante sua extracdo (GARCIA, et al., 2001).

A fracao fendlica € muito complexa e os compostos fendlicos identificados e
quantificados em azeites de oliva virgens podem ser divididos em trés grupos:
fendis simples, acidos fendlicos e derivados da oleuropeina. Ha diferencas
notaveis na composi¢ado de fendlicos no fruto das oliveiras e no azeite (KECELI;
GORDON, 2001).

A fragdo insaponificavel do azeite de oliva virgem representa de 1 a 2% do
oleo. Alguns componentes desta fragdo, tais como esterdis, alcoois terpénicos e
tocoferdis, tém sido extensamente estudados devido a sua importancia na
caracterizagao dos azeites e também na avaliagdo da qualidade destes 6leos. A
fracdo de hidrocarbonetos do azeite de oliva € composta em torno de 80 a 90% de
esqualeno, um hidrocarboneto triterpendide. Algumas pesquisas afirmam que a
composicao da fragdo hidrocarbdnica de azeites de oliva virgens pode ser util na
sua caracterizacdo (BORTOLOMEAZZI, et al., 2001).

O azeite contém alfa-tocoferol, o tocoferol com a mais elevada atividade da
vitamina E, em quantidades que variam entre 1,2 e 43 mg/100g. Outros tocoferois
(B e y) estdo presentes apenas em pequenas quantidades. Os componentes
secundarios do azeite ndo tém apenas um efeito benéfico sobre a saude, como
também desempenham um papel importante para a estocagem e estabilidade do
azeite. Diversos pesquisadores afirmam que independentemente da quantidade
de compostos fendlicos contidos no azeite extra virgem estes compostos estdo
altamente relacionados com a sua estabilidade (ASSMANN; WAHRBURG, 2003).

A Tabela 1 mostra a composicao lipidica tipica dos azeites de oliva. Os

componentes em maior concentragdo sao os triglicerideos (>90%), seguido dos
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diglicerideos e acidos graxos livres. Os componentes minoritarios representam

menos de 2% do 6leo, porém sao os que contribuem com as caracteristicas mais

apreciadas no azeite, tais como: o sabor, o aroma, a cor, a estabilidade etc. A

determinacado de componentes minoritarios, como os esteréis, tocoferdis e alcoois

triterpénicos, sado ferramentas importantes para determinar a pureza de um azeite
(TRUJILLO — QUIJANO; COSTA, 1995).

Tabela 1- Composicgao tipica do azeite de oliva

COMPONENTES PRINCIPAIS

= Triglicerideos
= Diglicerideos
= Monoglicerideos

= Acidos graxos livres

>90% (000, POO)
05-7%

<0,05%
0,2-3,3%

COMPONENTES MINORITARIOS

= Fosfolipideos

= Esterdis

= Tocoferéis

= Ceras

= Pigmentos

= Carotendides

= Clorofilas

= Feofitinas

= Dihidroxitriterpenos
= Esteres de 4cidos graxos
= Hidrocarbonetos

= 4- metilesterodis

= Polifendis

= Aromas

40 135 mg. kg (Fosfatidilcolina)
1000 — 2000 mg. kg™ (Beta-sitosterol)
100 — 700 mg. kg™ (Alfa-tocoferol)
<350 mg. kg™

30 mg. kg'1

1-10 mg. kg™

0,2 — 24 mg. kg’

< 4,5% da fragéo insaponificavel (eritrodiol e uvaol)

C27 — C32 alcoois, esterdis esterificados

(Esqualeno)

<1% da fragao insaponificavel (citrostadienol, gramisterol)
100 — 200 mg. kg

25 mg. kg'1 (2- trans- nonenol, pentanol, nonanol, metil butanol-1)

*Nomes entre parénteses indicam o (0s) componente (s) de maior concentragao

de cada grupo.

Fonte: Trujillo—Quijano; Costa, 1995.
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1.3 Azeite de oliva e os fitosterois

O esterdis constituem uma familia de compostos com funcédo alcodlica
encontrados em todas as gorduras em quantidades variadas (esterois totais) e em
diferentes proporgdes entre seus componentes. As gorduras animais possuem
exclusivamente o colesterol, ja as vegetais apresentam uma maior variabilidade,
com um componente majoritario que € o beta-sitosterol, acompanhado de
proporgdes variadas de outros esterdis segundo a espécie vegetal de procedéncia
(CERT, 1995).

Os esterdis sdo substancias derivadas de isopentendides policiclicos
hidroxilados tendo na sua estrutura o 1,2-ciclopentanofenantreno. Estes
compostos contém um total de 27 a 30 atomos de carbono e suas estruturas
variam dependendo da extensao de modificacbes no sistema de anéis e na
variagdo do tamanho da cadeia. Assim, o numero e posi¢cédo de duplas ligacbes em
todos os policiclicos e o tamanho da cadeia dos esterdis pode ser diferente
(ABIDI, 2001).

Os fitosterdis sdo encontrados na natureza principalmente na forma nao
hidrogenada. Entretanto, alguns derivados hidrogenados, por exemplo o beta-
sitostanol do beta-sitosterol e o campestanol do campesterol, estédo presentes em
niveis muito baixos em relacdo aos seus precursores nado hidrogenados. Nos
vegetais, os esterois estdo na forma livre, esterificados a acidos graxos ou como
esteril glicosideos. Quando na forma livre, estes sdo insoluveis na agua e
ligeiramente soluveis no o6leo (~2%). A solubilidade dos fitoster6is aumenta
quando estes estao esterificados a acidos graxos. A esterificacdo dos fitosterois
ndo altera sua eficiéncia na diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo, uma
vez que estes serdo prontamente hidrolisados no intestino em esterois livres
(forma ativa) e acidos graxos, por acéo da enzima colesterol esterase (NTANIOS,
2001).
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A analise da composi¢cao em esterdis dos lipideos de sementes e frutos
oleaginosos € de grande valia na caracterizagdo da espécie vegetal de origem,
sendo utilizada para avaliar as propriedades nutricionais de certos alimentos e
para distinguir os diferentes 6leos que podem estar presentes em misturas. Estes
componentes comportam-se como excelente impressdo digital das varias
substancias gordurosas (AUED-PIMENTEL, 1991; ALONSO, et al.,1997; CERT,
MOREDA; GARCIA-MORENO, 1997; MARIANI; VENTURINI, et al., 1997; TOIVO,
et al., 1998).

A analise da fragao insaponificavel normalmente € muito util na detecgao de
adulteracées do azeite de oliva com outros Oleos vegetais. O procedimento
tradicional para a determinacdo da composi¢cao em esterdis envolve saponificacao
do azeite, extragdo da matéria insaponificavel com éter etilico, lavagem do extrato
com agua, fracionamento da matéria insaponificavel em cromatografia de camada
delgada (CCD), isolamento e extracdo da fracdo de esterois, derivatizagao,
identificacdo e quantificagdo dos componentes da fragcdo esterdlica por

cromatografia em fase gasosa (LOGNAY, et al., 1992).

As etapas do método tradicional de determinagédo de esterdis em Oleos e
gorduras foram avaliadas por Lognay e outros (1992), onde se observou que (1) a
betulina € um bom padrao interno porque co-elui com os esterdis na placa de
silica gel e nao interfere com nenhum outro componente na separagdo por
cromatografia em fase gasosa; (2) o colestano, um outro padrao interno, nao elui
com a fracado de esterdis e portanto, este padrao ndo compensa nenhuma perda
dos esterdis durante a saponificagdo, a extracdo da matéria insaponificavel e a re-
extragao dos esterois da silica gel; (3) o colestano n&o ¢é derivatizado. Ja em 2003,
Cercaci, Rodriguez-Estrada e Lercker utilizaram com sucesso o dihidrocolesterol

(alfa- colestanol) como padrao interno.
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O uso de colunas cromatograficas com alta eficiéncia e seletividade é
recomendado para se obter uma melhor separagcdo dos esterdis, por exemplo,
fases estacionarias de polaridade média, tal como poli- ciano propil fenil (metil)
siloxano (OV-1701, CP-SIL19, CB, DB-1701 etc). O beta-sitosterol e o delta-5-
avenasterol ndo tém boa resolugdo em algumas colunas apolares, sdo melhor
separados em OV-1701 ou fase equivalente. Nestas condicdes, picos adicionais
aparecem como cauda nos picos de campesterol e beta-sitosterol (LOGNAY, et
al., 1992).

Amélio, Rizzo e Varazini (1992) determinaram esteréis em azeite de oliva
utilizando colestanol como padrao interno e coluna capilar, SPB-5 (5% difenil- 94%
dimetil-1% vinil polisiloxano, 30 m, 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 uym). O perfil

cromatografico pode ser visualizado na Figura 1.
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Identificagdo dos picos: is= padrdo interno (t'r= 8,8 min), a= colesterol, b= brassicasterol, c=

campesterol, d= estigmasterol, e= delta 5,23-estigmastadienol, f= clerosterol, g= beta-sitosterol, h=
sitostanol, i= delta5-avenasterol, |= delta 5,24- estigmastadienol, m= delta 7-estigmastenol, n= delta
7-avenasterol, o= eritrodiol + uvaol. 1= 24-metilenocolesterol (t'r= 10,6 min), 2= campestanol (t'r=
11,0 min), 3= delta 7-campesterol (t'r= 12,2 min).

Figura 1- Cromatograma da composi¢cao em esterois, eritrodiol e uvaol de azeite

de oliva, segundo Amelio, Rizzo e Varazini (1992).

Cert, Moreda e Garcia-Moreno (1997) compararam o método convencional
para determinacdo de esterOis e alcoois triterpéncios com uma metodologia
alternativa que utiliza a purificacdo da matéria insaponificavel por CLAE. No
cromatograma obtido pela CLAE observa-se que a fragdo esterdlica se divide em
trés picos diferentes, correspondentes aos delta 5-esterdis, alfa-colestano (padrao
interno) e delta 7-esterdis. Esta fragcdo se encontra perfeitamente separada da
fracdo dos alcoois triterpénicos. A determinagéo por cromatografia em fase gasosa
dos derivados silanizados origina um cromatograma praticamente livre de

interferentes.
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Peixoto, Santana e Abrantes (1998), avaliaram a composi¢cao em fitosterois
de 10 amostras de azeite de oliva, sendo 5 envasadas no pais de origem e 5
envasadas no Brasil. De acordo com os resultados obtidos, os azeites envasados
no Brasil se encontravam adulterados com outro 6leo, pois os teores para
campesterol e estigmasterol estavam acima do recomendado pelo Codex
Alimentarius (1993) e o beta-sitosterol estava muito aquém do limite minimo de
93%. Os azeites envasados no pais de origem encontravam-se dentro dos limites

recomendados pela legislagao regulamentadora da época.

Tem sido relatado que o refino de 6leos diminui o conteudo de esterdis
totais de dleos brutos e aumenta a proporgéo de esterdis esterificados (PHILLIPS,
et al., 2002). A determinacao de esterdis totais livres e esterificados em azeite de
oliva foi realizada por Pasqualone e Catalano (2000), comparando o efeito da
neutralizagdo no conteudo destes esterdis. Foi observado que os azeites
neutralizados, segundo procedimentos industriais, apresentaram perda de 50%
em esterdis totais e de 60% em esterdis livres. Baseado nestes resultados a
determinagao destes esterdis e suas proporgdes representaria um instrumento a
mais para avaliar a qualidade dos azeites de oliva extra virgem e o seu perfil de
legitimidade, sendo apropriada para detectar a adigdo de éleo refinado em azeite

extra virgem.

Cercaci, Rodriguez-Estrada e Lercker (2003) desenvolveram um meétodo
cromatografico para detectar adulteragdo de azeite de oliva com éleo de avela. O
método inclui extragao por fase sélida em cartuchos de silica, saponificagao a frio
da fragcao coletada, purificagdo por CCD em placa com silica e injecao da banda
de esterdis extraida da CCD em um cromatografo em fase gasosa com coluna
capilar de silica fundida (SPB- 5, 5% difenil- 95% dimetil polisiloxano, 30 m, 0,25
mm de didametro interno, 0,25 ym de espessura do filme), em condi¢ao isotérmica

onde as temperaturas do forno, injetor e detector foram de 270, 290, e 310°C,
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respectivamente. Para a identificacdo e quantificacdo dos esterdis foi utilizado

colestanol como padrao interno.

2 Producao do azeite de oliva

Segundo Machado (2003), atualmente a area plantada mundialmente com
oliveiras é de 8,3 milhdes de hectares. A producdo mundial encontra-se em torno
de 15,8 milhdes de toneladas, sendo a Espanha o maior produtor, com 43% do
total produzido, seguida da Italia e Grécia, com 18% e 14%, respectivamente. A
producdo mundial de azeite de oliva atingiu, em 2002, um volume de 2,4 milhdes
de toneladas, algo em torno de 2,7 trilhdes de litros de azeite. A Espanha ja era o
maior produtor de azeite de oliva, respondendo por 39% da producdo mundial.
Italia e Grécia vinham em seguida, com 19% e 17%, respectivamente, do total
produzido no mundo. A azeitona e o azeite movimentam, anualmente, cerca de
US$ 2,5 bilhdes, sendo que o azeite representa 98% deste valor. Espanha , Italia
e Grécia sdo os maiores exportadores de azeite de oliva e, juntos, respondem por

quase 80% das exportagdes do produto.

Considerando os dados das Tabelas 2 e 3, percebe-se que a Comunidade
Européia € dominante no setor de producido de azeite de oliva. Até 1981 ocupava
o terceiro lugar na produgao mundial de azeite, com uma quantia de 425.000
toneladas. Em 1981, apds a inclusdo da Grécia na Comunidade, esta passou para
cerca da metade do total do mundo como um todo. Em 1986, depois da unidao
entre Espanha e Portugal, a Comunidade se tornou referéncia no mercado,
atingindo 80% da producdo mundial. Na década de 1990 a producao de azeite de
oliva pela Comunidade Européia foi de mais de 51% (I0OOC, 2003).
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Tabela 2- Produ¢ao mundial de azeite de oliva* (1000 TON)

Comunidade
Turquia Siria  Tunisia Marrocos Outros TOTAL

Européia
1995/96 1.518 46 84 65 40 97 1.849
1996/97 1.899 203 125 291 85 107 2.710
1997/98 2.294 41 70 95 74 56 2.630
1998/99 1.838 171 115 222 69 130 2.545
1999/00 1.873 54 81 220 44 120 2.392
2000/01 2.090 176 165 135 38 121 2.725
2001/02 2.650 66 92 37 64 110 3.019
2002/03 2.004 142 165 73 43 125 2.552

* Inclui azeite de bagaco de oliva. Fonte: IOOC, 2003.

Tabela 3- Producéo de azeite de oliva na Comunidade Européia (1000 TON)

Espanha Italia Grécia Portugal Franga TOTAL

1996/97 9473 370,0 390,0 44,8 2,5 1754,6
1997/98  1007,0 620,0 375,0 42,0 2,7 2116,7
1998/99 7919 403,5 473,0 35,1 3.4 1706,9
1999/00 6691 734,0 420,0 50,2 41 1878,4
MEDIA 871,3 532,1 414,5 43,0 3,2 1864,2
2000/01 973,7 509,0 430,0 24,6 3.2 1940,5
2001/02 14114 656,7 358,3 33,7 3,6 2463,7
2002/03  865,0 590,0 375,0 29,0 4,7 1863,7
MEDIA  1083,4 585,2 387,8 29,1 3,8 2089,3

Fonte: IOOC, 2003.

3 Consumo de azeite de oliva

Embora o azeite de oliva ocupe somente 3% da quantia de éleos vegetais
comestiveis disponiveis no mercado mundial, ele é tradicionalmente o 6leo mais
utilizado na sua area de produgdo. Desde 1990, entretanto, uma quantia
significativa de azeite de oliva tem sido consumido em areas ndo produtoras
(100C, 2003).
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Tem-se estimado que a Grécia, a Itdlia e a Espanha utilizam em média
71%, 42% e 37%, respectivamente, em azeite de oliva do seu total de gordura
vegetal disponivel (LIPWORTH, et al., 1997).

O consumo de azeite de oliva tem sido uniforme, e ndo apresenta as
flutuagdes caracteristicas da producido. Desde 1995/96 a média anual de consumo
€ de 6%, com um desenvolvimento maior em outros novos mercados (I00OC,
2003).

Separadamente da Comunidade Européia, a qual € a maior consumidora do
mundo (Tabelas 4 e 5), os maiores consumidores da bacia do Mediterréneo séo a
Siria (100.000 toneladas), Turquia (70.000 toneladas), Marrocos (50.000
toneladas) e Tunisia (40.000 toneladas) (I00C, 2003).

Com um consumo de mais de 220.000 toneladas (totalmente importado), os
Estados Unidos tornaram-se o segundo maior mercado consumidor de azeite de
oliva. Ha também um consumo apreciavel na Australia, Japao, Canada e Brasil,
com consumo anual em torno de 25.000 a 35.000 toneladas (I0OOC, 2003).

O percentual de venda do azeite de oliva extra virgem em relagdo as
vendas de azeite de oliva é maior de ano para ano, ocupando 37% no Brasil e
Australia, 50% no Japéo, 54% nos Estados Unidos e 61% no Canada (I0OOC,
2003).
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Tabela 4- Consumo de azeite de oliva no mundo* (1000 TON)

Comunidade Estados
Japao Australia Canada Outros TOTAL

Européia Unidos
1995/96 1.402 105 17 17 14 374 1.928
1996/97 1.687 144 26 22 19 473 2.371
1997/98 1.841 152 34 18 18 485 2.548
1998/99 1.824 159 29 24 19 501 2.556
1999/00 1.844 174 28 24 20 480 2.570
2000/01 1.918 212 30 31 25 497 2.713
2001/02 1.994 221 32 28 24 461 2.760
2002/03 2.028 225 33 29 26 490 2.831

* Inclui azeite de bagaco de oliva. Fonte: IOOC, 2003.

A Comunidade Européia é lider no consumo mundial de azeite de oliva,
apresentando média de 1,8 milhdes de toneladas nos ultimos trés anos. A quantia
média consumida por ano é de 71,5% do consumo mundial. Italia, Espanha e
Grécia consomem mais de 85% do total consumido pela Comunidade (I0OOC,
2003).

Tabela 5- Consumo de azeite de oliva na Comunidade Européia (1000 TON)

Espanha Italia Grécia Portugal Franca Outros TOTAL
1996/97 470,2 675,0 240,0 62,0 58,8 60,7 1566,7
1997/98 550,4 698,0 240,0 69,3 75,6 71,9 1705,2
1998/99 528,5 705,0 245,0 66,1 78,8 85,5 1708,9
1999/00 502,6 714,0 265,0 66,5 81,5 98,4 1728,0
MEDIA 512,9 698,0 247,5 66,0 73,7 79,1 1677,2
2000/01 577,8 729,0 270,0 60,5 92,0 102,8 1832,1
2001/02 631,2 735,0 270,0 61,5 94,5 101.6 1893,8
2002/03 620,0 750,0 270,0 61,0 95,0 110,1 1906,1
MEDIA 609,7 738,0 270,0 61,0 93,8 104,8 1877,3

Fonte: IOOC, 2003.
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Tabela 6- Relagdo dos maiores importadores de azeite de oliva no mundo

MAIORES IMPORTADORES 2000/01 2001/02 2002/03
Comunidade Européia 127,0 42,5 33,5
Australia 30,0 26,5 27,0
Brasil 25,0 22,5 23,0
USA 200,0 193,0 205,0
Canada 25,5 24,0 25,5
Japéo 29,0 31,5 33,0

Fonte: COI- Importacao (1,0 tonelada) Julho 2003.

Nos trés ultimos anos, os paises membros da Comunidade Européia (CE)
que ocupam os primeiros lugares nos setores de produgao e exportagdo de azeite
de oliva sdo Espanha, Grécia e ltalia. Os maiores importadores sao Franca e
Alemanha, e os que mais consomem sao Espanha, Italia e Franga. Os Estados
Unidos ocupam posi¢cao de destaque no mercado de importagcao de azeite (Tabela
6) (COl, 2003).

4 Exportagcao do azeite de oliva

Em 1990 a Comunidade Européia contava com mais da metade (54,5%) da
exportagcdo mundial de azeite de oliva, ficando ainda a Turquia e Tunisia com 32%
e 7,7%, respectivamente. A primeira metade da década vivenciou um periodo de
relativa estabilidade com a Comunidade exportando perto de 170.000 toneladas.
De 1996/97 em diante, seguiu-se um periodo de distinto desenvolvimento das
exportagdes, com media de 320.000 toneladas nos Uultimos trés anos de
acompanhamento do mercado (Tabelas 7 e 8). Italia e Espanha representam 90%
do total das exportagdes da Comunidade (I00C, 2003).
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Tabela 7- Relagado dos maiores exportadores de azeite de oliva no mundo

MAIORES EXPORTADORES 2000/01 2001/02 2002/03
Argentina 4,0 50 50
Comunidade Européia 291,0 324,5 348,0
Siria 10,0 55 20,0
Tunisia 95,0 22,0 30,0
Turquia 92,0 28,0 70,0
USA 3,5 5,0 5,0

Fonte: COI- Exportagéo (1,0 tonelada) Julho 2003.

Tabela 8- Exportacédo de azeite de oliva pela Comunidade Européia (1000 TON)

Espanha Italia Grécia Portugal Frangca Outros TOTAL
1996/97 66,7 129,5 5,2 17,0 1,1 0,7 220,2
1997/98 76,2 123,5 8,0 17,4 1,1 1,0 2272
1998/99 63,6 125,3 5,4 12,4 1,0 0,9 208,6
1999/00 87,7 182,7 8,2 17,5 1,4 1,0 298,5
MEDIA 73,6 140,3 6,7 16,1 1,2 0,9 238,6
2000/01 88,3 173,0 10,0 17,3 1,3 1,1 291,0
2001/02 112,5 182,9 10,0 16,2 1,0 1,7 324,3
2002/03 115,0 200,0 15,0 16,0 1,1 0,8 347,9
MEDIA 105,3 185,3 11,7 16,5 1,1 1,2 3211

Fonte: IOOC, 2003.

Os Estados Unidos, Australia, Japao, Canada e Brasil contam praticamente
com todo o azeite exportado pela Comunidade Européia. Em 2000/01 os outros
maiores exportadores para paises nao produtores de oliva foram a Turquia (1.140
toneladas para o Canada, 13.800 toneladas para os Estados Unidos, 540
toneladas para a Australia e 330 para o Japao), Tunisia ( 6.100 toneladas para os
Estados Unidos) e Argentina (2.900 toneladas para o Brasil) (IOOC, 2003).

5 Produgao de azeite de oliva no Brasil

Tanto a azeitona quanto o azeite de oliva sdo presencga constante na mesa

dos brasileiros. Por isso o Brasil é o 7° maior pais importador de azeitona e azeite
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de oliva do mundo. Segundo estudo realizado pela EPAMIG (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais), em 2002, o Brasil importou cerca de
US$ 96 milhdes, sendo US$ 38 milhdes em azeitonas e US$ 58 milhdes em azeite
de oliva. Considerando o volume total importado pelo pais no ano passado, o
mercado brasileiro de azeitona e azeite de oliva movimenta, anualmente, cerca de
R$ 930 milhdes entre importagdo, beneficiamento e distribuicdo (MACHADO,
2003).

O maior plantio de oliveira no pais esta na fazenda Santa Maria, em Delfim
Moreira, na Serra da Mantiqueira, sul de Minas Gerais. O projeto comegou em
1984 e ao longo de dez anos foram plantadas 80 mil mudas de oliveira. O sul de
Minas foi escolhido para o plantio das oliveiras por ser uma regido de clima frio,
bem semelhante ao clima do sul do Brasil e Europa. A oliveira € uma planta tipica
de clima frio e necessita de temperaturas baixas, entre 8 e 10 °C, para resultados
satisfatorios na produgao (MACHADO, 2003).

6 Azeite de oliva e saude

O azeite de oliva ndo € apreciado apenas por seus meritos gastrondmicos.
Desde os tempos antigos ele tem sido reconhecido pelas suas propriedades
nutritivas e curativas. Tal afirmagdo tem vindo de constatagdes de inumeras
pesquisas epidemioldgicas, clinicas e experiéncias colaborativas conduzidas em
escala internacional e que tém demonstrado que o azeite de oliva € eficaz na
protecdo da saude humana (VIOLA, 1995).

A diminuicdo da taxa de mortalidade e o aumento da expectativa de vida
dos povos da regido do Mediterraneo tem sido comparada com os povos de
paises mais desenvolvidos do norte da Europa. A dieta é considerada a grande

responsavel pelas diferentes estatisticas de mortalidade. O azeite de oliva é a
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principal fonte de gorduras na dieta Mediterranea e nao é apenas um nutriente,
mas desempenha um papel positivo na saude do consumidor. Além disso, muitas
pesquisas buscam elucidar a relagdo entre estrutura bioquimica e funcdo dos
compostos presentes naturalmente no azeite de oliva, avaliando o seus efeitos no
corpo humano (STARK; MADAR, 2002).

A fracdo insaponificavel dos 6leos vegetais € considerada minoritaria com
relacdo a fragdo gliceridica, no entanto pode exercer grande influéncia nas
propriedades bioldgicas de cada éleo. Deste modo, a terapia imunossupressora
em numerosas enfermidades inflamatérias esta relacionada nédo exclusivamente
aos acidos graxos poliinsaturados da dieta gordurosa, mas a outros componentes,
provavelmente aos minoritarios ou insaponificaveis (PUERTA; MAESTRO-
DURAN; RUIZ-GUTIERREZ, 1997; STARK; MADAR, 2002).

O azeite de oliva extra virgem apresenta boa estabilidade oxidativa devido a
prevaléncia de acidos graxos monoinsaturados sobre os poliinsaturados, e a
presenca de antioxidantes naturais, em particular tocoferdis e polifendis. A
ingestao de azeite de oliva é considerada responsavel pelo baixo colesterol sérico
e pelo baixo risco de doencgas cardiacas em paises do Mediterraneo. A baixa
incidéncia de doencas coronarianas pode estar relacionada ao perfil de acidos
graxos do azeite de oliva, a presenga de componentes minoritarios com atividade
bioldgica, ou a ambos os fatores (CIAPPELLANO, et al., 1994; STARK; MADAR,
2002; MORENO; MITJAVILA, 2003).

E cada vez maior o nimero de evidéncias que indicam que o azeite de
oliva, através dos efeitos benéficos que exerce sobre o metabolismo de lipideos, a
pressdo arterial, a diabetes e os mecanismos de formagdo de coagulos,
desempenha um papel fundamental na prevencdo de doencas cardiacas. A
aterosclerose e as doengas coronarianas sao causadas por uma combinacédo de

diferentes fatores, muitos dos quais podem ser corrigidos. Os fatores dietéticos,
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nomeadamente a ingestdo de gorduras alimentares, estdo diretamente
relacionados ao desenvolvimento destas enfermidades. Na sua maioria, as dietas
da Europa Ocidental e da Europa do Norte sdo ricas em acidos graxos saturados,
0 que esta fortemente relacionado aos altos indices de incidéncia de morbidade e
mortalidade por doengas cardiacas registradas nestas areas. Por contraste, nos
paises Mediterraneos, onde as populagdes consomem a sua dieta tradicional e a
maioria das calorias de gordura s&o obtidas a partir do azeite de oliva, existe uma
baixa incidéncia das doengas coronarianas (ASSMANN; WAHRBURG, 2003).

Numerosos estudos tém mostrado que os compostos fendlicos do azeite de
oliva sdo potentes inibidores da oxidagdo do LDL (lipoproteina de baixa
densidade) in vitro. A oxidagao in vivo do LDL esta ligada a formagéo de placas de
ateroma, os quais posteriormente irdo contribuir para o desenvolvimento de
doencas coronarianas. Em particular, o hidroxitirosol, um dos principais
constituintes fendlicos do azeite de oliva, € responsavel pela redug¢ao do risco de
doengas coronarianas e aterosclerose, e também inibe a agregacéo plaquetaria
(TUCK; HAYBALL, 2002).

O azeite de oliva tem apresentado efeitos benéficos na pressdo sanguinea.
Fez-se um estudo na populacdo, comparando os efeitos do azeite de oliva e do
Oleo de girassol alto oléico, por um periodo de quatro semanas em mulheres
hipertensas. Os 6leos continham concentragdo semelhante de acidos graxos
monoinsaturados e foram utilizados em alimentos cozidos e saladas. Depois das
quatro semanas de consumo, houve diminuicdo da pressdo sanguinea nas
mulheres tratadas com azeite de oliva e nenhuma alteragao significativa foi
observada nas mulheres tratadas com dleo de girassol alto em oléico. Isto sugere
que ha outros componentes no azeite de oliva que sao responsaveis pela protecao
vascular (STARK; MADAR, 2002).
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Alguns experimentos foram realizados para avaliar a participacao do
esqualeno (hidrocarboneto predominante na fracdo insaponificavel do azeite de
oliva) na saude de consumidores de azeite de oliva. O esqualeno é um metabdlito
utiizado na sintese de colesterol. Assim, teoricamente uma dieta rica em
esqualeno pode vir a transforma-lo em colesterol e aumentar o nivel de colesterol
plasmatico. No entanto, este aumento na sintese de colesterol ndo esta associado
com um aumento consistente nos niveis séricos, possivelmente como resultado de
um aumento concomitante da eliminacao fecal. Além disso, estudos sugerem um
efeito protetor do esqualeno contra o cancer. Na Grécia, mulheres que consomem
azeite de oliva como principal fonte gordurosa, tém uma taxa de cancer de mama
de 1/3, se relacionado a incidéncia do mesmo em mulheres americanas
(ASSMANN; WAHRBURG, 2003).

Em estudos controle, o consumo de azeite de oliva tem se mostrado
eficiente na reducéo do risco de cancer de mama na Espanha e na Grécia. Os
antioxidantes fendlicos encontrados no azeite também podem contribuir para as
propriedades anticancer do azeite de oliva. Estes compostos sao conhecidos
como inibidores das espécies de oxigénio reativo, os quais estdo envolvidos na
atividade do processo carcinogénico (STARK; MADAR, 2002).

Os fitosterdis, em especial o beta-sitosterol, reduzem a concentragcéo
plasmatica de LDL-colesterol. Isto se deve a inibicdo da absorcao intestinal e
também a uma possivel alteragdo do metabolismo do colesterol no figado e
intestino. A diminuicdo da concentragdo de colesterol sérico € mais evidente em
pessoas hipercolesterolémicas e em pessoas com dieta rica em colesterol. Ha
também varios relatos dos efeitos anticancer dos fitosterdis. Estudo controle, no
qual homens com cancer de préstata foram tratados com beta-sitosterol, o numero
de células diminuiu em 24% e houve indugcdo de apoptose (morte celular
programada) (ASSMANN; WAHRBURG, 2003).
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Segundo Roche e colaboradores (2000), uma dieta rica em azeite de oliva
reduz significativamente a concentracao do colesterol plasmatico e a concentragcao
do LDL colesterol foi em meédia 15% menor seguida de uma dieta com acidos
graxos monoinsaturados, derivados de azeite de oliva, melhorando ainda o

metabolismo lipidico pés-prandial e o risco de trombose.

Ha evidéncias de que o azeite de oliva seja capaz de atuar na modificagao
da resposta imune de seres vivos. Experiéncias com animais em laboratorio
comprovam isso. Embora ainda haja poucas referéncias cientificas neste assunto,
o0 azeite de oliva tem se mostrado um agente imunomodulador. Investigaces
nesta area sao feitas para elucidar os beneficios do azeite de oliva na resposta
imune e avaliar seu potencial no tratamento e prevencao de doencgas inflamatdrias
(STARK; MADAR, 2002).

7 Classificagao do azeite de oliva

A qualidade do azeite de oliva é influenciada por varios fatores, tais como:
variedade da oliveira, condi¢des climaticas e do solo, praticas de cultivo, estado de
maturacgdo das olivas, infestagdo por pragas, tempo de processamento das olivas
apos a colheita, entre outros. Por exemplo, olivas colhidas e logo processadas
produzem 6leo com aroma e sabor de melhor qualidade, com baixa acidez e
coloragao mais esverdeada do que o Oleo obtido de olivas processadas apos um
longo periodo de armazenamento (KIRITSAKIS; MARKAKIS, 1984; PEIXOTO,
1973).

A principal classificacdo do azeite quanto a qualidade é feita com relagao a

acidez e as caracteristicas organolépticas, estando diretamente relacionadas ao
tipo de processamento sofrido pelo azeite (PEIXOTO, 1973).
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A legislacdo da Comunidade Econdémica Européia (CEE) classifica os
azeites em seis classes (Tabela 9). No mercado, no entanto, € comum encontrar
apenas os azeites extra virgens, azeite virgem e azeite de oliva puro (mistura de
azeite virgem com azeite refinado). Os azeites lampantes ndo podem ser
diretamente consumidos, mas sao refinados e podem compor os azeites. As
caracteristicas quimicas (acidez, peroxidos e absortividade na regido do
ultravioleta) e organolépticas sdo os principais pardmetros de qualidade utilizados
na classificagdo dos azeites (TRUJILLO-QUIJANO; COSTA, 1995).

Tabela 9- Classificacdo dos azeites de oliva de acordo com o Regulamento da

Comunidade Econémica Européia / 3568 / 91.

. EXAME
CATEGORIA DO AZEITE ACIDEZ - PEROXIDOS K232 K270 K270 Delta K ORGANO-
(b) (%) (meq 02/ kg) (Alumina) .
LEPTICO
Oliva extra virgem M1,0 M 20 M250 MO0,20 M 0,10 M 0,01 >6,5
Oliva virgem M 2,0 M 20 M260 MO025 MO0,10 M 0,01 >55
Oliva virgem corrente M 3,3 M 20 M260 MO0,25 M 0,10 M 0,01 >3,5
Oliva virgem lampante >3,3 > 20 M3,70 >0,25 M 0,11 - <35
Oliva refinado M 0,5 M 5 M3,40 M1,20 - M 0,16 -
Oliva (a) M 1,5 M 15 M3,30 M1,00 - M 0,13 -
Bagaco de oliva bruto >2,0 - - - - - -
Bagaco de oliva refinado M 0,5 M5 M550 M 2,50 - M 0,25 -
Bagaco de oliva M1,5 M 15 M5,30 M 2,00 - M 0,20 -

(a) Mistura de azeites virgem e refinado
(b) Acidez expressa em % AGL (acidos graxos livres) como &cido oléico
M- Maximo
K232 e K270 — Valor de absortividade a 232 e a 270 nm, em isopropanol
K270 (alumina) — Valor de absortividade apds passagem do azeite em coluna de alumina.
Delta K=Km -Km-4 + k m+4
2
Km representa a extingdo especifica no comprimento de onda m, correspondente a uma valor

maximo de absorvancia na gama de 270 nm.

Fonte: CERT, 1995.
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7.1 Classificagao do azeite de oliva no Brasil

A classificacdo que segue se refere a Resolugédo n° 482 da ANVISA, de 23
de setembro de 1999, republicada em 20 de junho de 2000. Esta classificagao € a
que esta em vigor dentro do territorio Nacional e € com base nos seus critérios

que a comunidade cientifica se norteia.

7.1.1 Quanto ao processo

A) Azeite virgem de oliva: azeite obtido do fruto da oliveira unicamente por
processos mecanicos ou outros meios fisicos, particularmente condi¢cbes
térmicas, que néo levem a deterioracdo do azeite, e que nao tenha sido
submetido a outro tratamento que nao a lavagem, decantagao, centrifugagao e
filtragem. Excluem-se os 6leos obtidos por meio de solvente ou re-esterificagao
e misturas com oOleos de outra natureza.

B) Azeite de oliva refinado: azeite de oliva obtido pelo refino do Azeite virgem de
oliva, com acidez final, expressa em acido oléico, nao superior a 0,5 g/100g.

C) Azeite de oliva: azeite de oliva constituido pela mistura de Azeite de oliva
refinado com Azeite virgem de oliva extra, fino ou comum. Nao podera ser
misturado com o Azeite virgem de oliva lampante. O produto devera ter acidez,
expressa em acido oléico, nao superior a 1,5 g/100g.

D) Oleo de bagaco e/ou caroco de oliva refinado: 6leo refinado obtido do bagago

e/ou caroco de oliva com acidez, expressa em acido oléico, nao superior a 0,5
(g/100g).

7.1.2 Quanto a acidez do Azeite virgem de oliva

A) Azeite virgem de oliva extra: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em

acido oléico, nao superior a 1,0 g/100g.

32



B) Azeite virgem de oliva fino: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em
acido oléico, nao superior a 2,0 g/100g.

C) Azeite virgem de oliva comum ou semi-fino ou corrente: azeite virgem de oliva
com acidez, expressa em acido oléico, ndo superior a 3,3 g/100g. O azeite
virgem comum n&o pode ser pré embalado quando destinado diretamente
para a venda ao consumidor final. O produto pode ser misturado com Azeite
Refinado de Oliva para constituir o tipo comercial designado somente como
Azeite de Oliva.

D) Azeite virgem de oliva lampante: azeite virgem de oliva com acidez, expressa
em acido oléico, superior a 3,3 g/100g. O azeite virgem de oliva lampante nao
pode ser pré embalado quando destinado diretamente ao consumidor final. E,
obrigatoriamente, destinado ao refino, ndo podendo ser usado para constituir
mistura com azeite refinado. O produto pode ser destinado para usos que nao
sejam diretamente os do género alimenticio, e ndo pode ser usado diretamente

como ingrediente de género alimenticio.

7.2 Critérios de qualidade e pureza para azeite de oliva

Segundo Cert (1995), o controle analitico das gorduras vegetais tem como
finalidade determinar as caracteristicas principais de qualidade, pureza e residuos
estranhos. A qualidade determina as categorias dos azeites e, portanto, esta
relacionada com os niveis de pregos. A pureza garante a auséncia de misturas do
azeite com outros 6leos, como consequéncia de uma contaminacdo acidental
durante o processo de extragdo, envase, ou transporte, ou de uma pratica
fraudulenta derivada da diferenga de pregos entre os 6leos. Os residuos que
geralmente se controlam sado os restos de tratamentos agricolas nas plantagbes
(praguicidas e herbicidas), os produtos empregados na obtencdo dos Odleos
(solventes, contaminantes da agua), contaminantes ambientais e substancias

naturais de carater toxico presentes no vegetal de onde se extrai o dleo.
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De acordo com trés organizagdes internacionais (Conselho Oleicola
Internacional- COI, Unido Européia- EU e Codex Alimentarius Commission), os
parametros de qualidade e pureza para o azeite de oliva incluem: acidez, indice de
peréxidos, absorgdo de luz ultravioleta (K270, A K e K232), analise sensorial,
impurezas insoluveis, conteudo de Ferro, conteudo de Cobre, composicdo em
acidos graxos, isbmeros trans, acidos saturados na posicdo 2 do triacilglicerol,
esterois, eritrodiol e wuvaol, ceras, trilinoleina e triglicerideos ECN 42,
estigmastadienos, esterenos (Tabela 10) (CERT, 1995).

Tabela 10- Valores limites de alguns parametros de pureza para azeite de oliva e

Oleo de bagaco de oliva

Acidos graxos na Estigmasta- Diferenca Trilinoleina 502::‘ Delta
Produto posicao 2 dos dienos NCE 42 (%) Ko Karo alumina K
trigliceridios (%)  (mg/kg) (") A ° A)
Azeite M M
virgem M1,3 M 0,15 M 0,2 M 0,5 250 0.20 M 0,170 M 0,01
extra ’ ’
Azeite M M
virgem M1,3 M 0,15 M 0,2 M 0,5 260 025 M 0,170 M 0,01
Azeite M M
virgem M1,3 M 0,15 M 0,3 M 0,5 260 025 M 0,10 M 0,01
comum
Azeite M M
refinado M1.5 ) MO3 MOS 340 100 - MOT6
Azeite M 15 ; M 0,3 MO5 o N - Mo13
Azeite M m
virgem M1,3 M 0,50 M 0,3 M 0,5 370 0.25 M 0,11 -
lampante ' '
Oleo de
bagaco M M
elou M2,0 - M 0,5 M 0,6 550 2,50 - M 0,25
caroco
refinado

M= maximo; m= minimo

(1)Soma dos isdmeros que podem (ou nao) ser separados em coluna capilar.

(2) Diferenga entre o NCE42 determinado por HPLC e o NCDEA42 obtido por calculo tedrico.

(3) Para verificar a presenca de o6leos refinados, quando Ky, exceder o limite da categoria
correspondente deve proceder a determinacédo de K ;79 apds passagem por coluna de alumina.
Fonte: ANVISA / Resolugao n° 482/ 2000.
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8 Matéria insaponificavel do azeite de oliva

A fracdo insaponificavel do azeite de oliva ndo excede mais que 2% do total
do 6leo e é constituida de compostos minoritarios. Incluem nesta fracdo muitas
substancias com natureza e estrutura quimica bastante diferentes, o que leva a
considera-la como impressao digital para os oOleos. Desta forma, a matéria
insaponificavel € de grande utilidade na autenticagdo ou caracterizagdo das
variedades de azeites de oliva virgem ou na identificagdo de suas origens
geograficas (DOBARGANES, 2000; BORTOLOMEAZZI, et al., 2001).

Segundo Cert e colaboradores (2000), a determinagdo dos constituintes
minoritarios é essencial para a avaliagdo analitica de qualidade, origem, método
de extracao, processo de refino e possivel adulteragdo dos oleos vegetais. Os
principais grupos de compostos que compdem a fragéo insaponificavel dos dleos
vegetais s&o: alcoois graxos, ésteres de cera, hidrocarbonetos, tocoferois,
tocotriendis, esterdis, compostos fendlicos, volateis, pigmentos, compostos

gliceridicos minoritarios e acidos triterpénicos (Tabela 11).

Dobarganes (2000) reuniu em nove grupos 0s principais componentes da
matéria insaponificavel do azeite de oliva e colocou-os em ordem crescente de

polaridade:

1- Hidrocarbonetos, sendo o esqualeno o principal deles; hidrocarbonetos de
cadeia linear (parafinas) em propor¢gdo menor; hidrocarbonetos de estrutura
triterpénica e alguns com estrutura esteroidal, formados pela desidratacéo de
esterdis através do refino ou pela manipulagao do azeite;

2- Tocoferéis, predominando o alfa-tocoferol;

3- Alcoois de estrutura triterpénica; alcoois saturados de cadeia linear com vinte,

vinte e dois, vinte e quatro, vinte e seis e vinte e oito atomos de carbono;
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4- 4.4- dimetil esterois;

5- Esterdis, sendo o beta-sitosterol e o A5- avenasterol os principais deles;

6- Dialcoois terpénicos, tais como eritrodiol e uvaol, ambos compostos muito
caracteristicos do azeite de oliva, acidos terpénicos e aldeidos;

7- Compostos fendlicos e flavondides;

8- Pigmentos, clorofilas e carotenos;

9- Compostos volateis, responsaveis pelo aroma de azeite de oliva virgem.

Tabela 11- Principais constituintes dos 6leos e gorduras comestiveis

COMPOSTOS GLICERIDICOS COMPOSTOS NAO- GLICERIDICOS
Triglicerideos Hidrocarbonetos
Diglicerideos Acidos graxos livres
Monoglicerideos Ceras
Fosfolipideos Esteres etilicos e metilicos de acidos graxos

Esterodis e metil esterdis
Alcoois e dialcoois triterpénicos
Vitaminas e tocoferois
Pigmentos

Acidos terpénicos

Outros constituintes e contaminantes (fendis, metais etc)

Fonte: Ruiz-Gutiérrez; Pérez-Camino, 2000.

A aplicabilidade de um método analitico para caracterizar um 6leo vegetal
esta baseada na identificacdo daqueles componentes que expressam uma ligagao
com sua origem e atributos de qualidade do dleo. Entretanto, isto € uma tarefa
dificil porque a fragdo insaponificavel contém varias classes de compostos com
ampla faixa de polaridade, diferentes concentragcbes e estrutura quimica variada.
Por isso, os métodos requerem geralmente o isolamento e a determinagao dos
micro constituintes por meio de varios processos de separacao, identificacdo e
quantificacdo. Uma concentragdo dos componentes de interesse normalmente é

necessaria, mas também uma alta eficiéncia na separacao e seletividade. Estas

36



caracteristicas geralmente sao alcangadas por meio de técnicas cromatograficas
(CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

O isolamento dos compostos minoritarios de 6leos comestiveis (ésteres de
cera, diglicerideos, esterdis, monoglicerideos, acidos graxos livres, acidos
triterpénicos, fosfolipideos e compostos alterados ou oxidados) tem sido descrito
em varios trabalhos utilizando silica, NH,, NH,*, C4s , bem como colunas com fase
diol. A precisao requerida em qualquer isolamento por extracdo em fase sodlida vai
depender das técnicas analiticas utilizadas posteriormente na determinagcao
quantitativa dos compostos que sédo de interesse. Extragdes liquido-liquido ou
liquido- sdélido , bem como por cromatografia em camada delgada (CCD) sé&o
técnicas classicas para diferentes classes de lipideos encontrados em dleos e
gorduras vegetais. Em extragdes liquido-liquido, cloroférmio, éter dietilico ou
acetato de etila sdo utilizados em propor¢cdes variadas para separar classes
lipidicas. Esta metodologia € um processo demorado, uma vez que se extrai em
multiplas etapas e em alguns casos grandes volumes de solventes organicos
podem ser necessarios para se obter uma extracdo eficiente. Além disso, a
formagao de emulsdes € muito comum, o que diminui a eficiéncia da extracao de
alguns compostos (RUIZ-GUTIERREZ; PEREZ-CAMINO, 2000).

Para analisar a fragao insaponificavel dos 6leos vegetais € necessario uma
etapa de isolamento preliminar da matriz de triglicerideos. Para isto sao utilizados
trés procedimentos basicos: saponificacdo, particdo liquido-liquido e técnicas
cromatograficas. A saponificacdo (aquecimento com solugdo alcodlica de
hidroxido de potassio) transforma os compostos gliceridicos em sabdes polares
permitindo a extragao da fracao insaponificavel com hexano e éter etilico. Contudo
este procedimento ndo € apropriado para ésteres de cera, ésteres de esterol,
fendis, pigmentos, compostos gliceridicos minoritarios e fosfolipideos, uma vez
que eles sdo alterados durante a saponificacdo (CERT; MOREDA; PEREZ-
CAMINO, 2000).
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Frega e colaboradores (1992) avaliaram a composicdo da fracao
insaponificavel do azeite obtido por prensagem de olivas de dois cultivos, Frantoio
e Leccino, em diferentes graus de maturagdo e estudaram as fragbes por
cromatografia em fase gasosa com coluna capilar polar com alta estabilidade
térmica. A metodologia envolveu a saponificagdo da amostra na presenga de
esqualeno como padrao interno, a extracdo da matéria insaponificavel e
tratamento com diazometano (CH2N;) para derivatizar os acidos graxos livres
eventualmente presentes. A fragdo insaponificavel foi separada mediante
cromatografia em camada delgada (CCD), tendo como fase mével hexano e éter
etilico (60/40, v/v). A placa foi revelada com solugdo etandlica 0,2% de 2,7-
diclorofluoresceina. Os componentes da matéria insaponificavel foram
determinados por cromatografia em fase gasosa. A Figura 2 apresenta o

cromatograma obtido

1)docosanol; 2) P.l. (esqualeno); 3) tetracosanol; 4) esacosanol; 5) esqualeno; 6) a-tocoferol; 7)
campesterol; 8) estigmasterol; 9) B-sitosterol; 10) A5-avenasterol; 11) cicloartenol; 12) néao

identificado; 13) 24-metilencicloartanol; 14) citrostadienol.

Figura 2- Cromatograma da frag&o insaponificavel total de azeite de oliva

9 Azeite de oliva e a legislagao

A Resolugdo n°® 482 da ANVISA, de 23 de setembro de 1999, republicada

em 20 de junho de 2000, que regulamenta o setor de 6leos vegetais comestiveis
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comercializados no pais estabelece limites maximos e minimos para alguns
parametros fisico-quimicos e compostos presentes nos 6leos, responsaveis pela
sua identidade, qualidade e pureza. Tais limites devem ser seguidos e utilizados
como parametros durante as avaliagdes quimicas e fisico-quimicas dos oleos
realizadas pelos laboratérios de vigilancia, valendo também para a classificagéo

dos diferentes tipos de azeite de oliva.

Os principais parametros considerados na legislagdo para azeite de oliva

sao os seguintes:

Tabela 12- Composi¢cado em acidos graxos do azeite de oliva

Acido graxo Nomenclatura g/100g
C 14:0 Miristico M 0,05
C 16:0 Palmitico 7,5-20,0
C 16:1 Palmitoléico 0,3-3,5
C17:0 Margarico <0,3
C17:1 Heptadecendico <0,6
C 18:0 Estearico 0,5-5,0
C 181 Oléico 55,0 - 83,0
C 18:2 Linoléico 3,5-21,0
C 18:3 Linolénico M 0,9
C 20:0 Araquidico M 0,6
C 20:1 Gadoléico M 0,4
C 22:0 Behénico M 0,2
C 24.0 Lignocérico M 0,2

M= maximo

Fonte: ANVISA / Resolugao n° 482/ 2000
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Tabela 13- Valores limites de alguns parametros de pureza para azeite de oliva segundo sua classificagao.

Soma . . Beta Delta-7- . .
Soma dos Brassi Campes Estig . : Eritrodiol
dos A t Colesterol terol terol terol sitosterol estig Ester6i |
S BMeros isbmeros trans (% no castero ero mastero (% no masterol steréis e uvao
Produto Linoléicos + (% no total (% no (% no o totais (% no total
trans . total de total de (% no
. trans Lino e de total de total de . (mg/kg) de
oléicos . o esterois .. hy hy esterdis) total de .
o Iénicos (%) esteréis) esterdis) esterois) 4 e esteréis)
(%) () esterois)
Azeite M 0,05 M 0,05 M 0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1000 M 4,5
virgem terol
extra
Azeite M 0,05 M 0,05 M 0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1000 M4,5
virgem terol
comum
Azeite M 0,05 M 0,05 MO0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1000 M4,5
comum terol
Azeite M 0,20 M 0,30 M 0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1000 M 4,5
refinado terol
Azeite M 0,20 M 0,30 M 0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1000 M45
terol
Azeite M 0,10 M 0,10 M 0,5 M 0,1 M 4,0 - m 93 M 0,5 m 1000 M 4,5
virgem
lampante
Oleode M 0,40 M 0,35 M 0,5 M 0,1 M4,0 < Campes m 93 M 0,5 m 1800 m 12
bagaco terol
e/ou
caroco
refina
do

M= maximo; m= minimo
(1) A5,23- Estigmastadienol+ Clerosterol+ Sitosterol+ Sitostanol+ A5-avenasterol+ A5,24-Estigmastadienol
Fonte: ANVISA / Resolugao n° 482/ 2000
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10 Azeite de oliva e Adulteragao

Nos ultimos anos o azeite de oliva tem ganho enorme popularidade. Isto se
atribui ao seu delicado balango de aromas e a seu possivel efeito benéfico a
saude humana. Devido a isso ele vem apresentando os mais altos pregos no
mercado de 6leos vegetais comestiveis. O elevado valor comercial do azeite de
oliva o faz suscetivel a adulteragbes e portanto, metodologias cada vez mais
sofisticadas e precisas sdo necessarias para uma correta avaliacdo de sua
pureza. Os avangos recentes nas técnicas cromatograficas, tanto na separagao da
fracao gliceridica com os da fracado insaponificavel, tém facilitado enormemente a
deteccdo de adulteragbes (TRUJILLO-QUIJANO; COSTA, 1995).

A maioria dos trabalhos na area de adulteracdo de 6leos comestiveis esta
baseada em técnicas cromatograficas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia em fase gasosa de alta resolugdo tém sido aplicadas na
quantificacdo de 4acidos graxos, ftriglicerideos, esterdis, tocoferdis e
hidrocarbonetos. Entretanto, estas técnicas separativas tém sido complementadas
ou substituidas por muitas outras técnicas modernas, tais como cromatografia por
fluido supercritico, cromatografia quiral, cromatografia com ions prata,
determinacgdes utilizando isétopo de carbono estavel, espectrometria de massa,
espectrometria por ressonancia magnética nuclear, espectrofotometria no
infravermelho préximo e espectroscopia de Raman- FT (APARICIO; APARICIO-
RUIZ, 2000; PARCERISA, et al., 2000).

Em 1989, Lanzdn, Cert e Albi desenvolveram um método analitico sensivel
para detectar pequenas quantidades de azeite de oliva refinado em azeite de oliva
virgem. O método baseava-se na detecgdo de estigmasta-3,5- dieno, substéncia
que se forma a partir da desidratagdo do beta-sitosterol como consequéncia do

tratamento térmico favorecido pelas terras clarificantes durante o refino.
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Em 1994, Cert e colaboradores propuseram um método para determinagao
de estigmasta- 3,5-dieno para detectar azeite de oliva refinado em azeite de oliva
virgem e descreveram o procedimento analitico incluindo saponificacdo do azeite,
fracionamento da matéria insaponificavel em coluna de silica gel e determinagao
por cromatografia em fase gasosa. A proposta do trabalho foi investigar a
formagdo do produto de desidratacdo do beta-sitosterol durante os diferentes
processos de refino e confirmar a utilizacdo do método na detecgdo de azeite de

oliva virgem com dleos refinados.

Estigmasta-3,5-dieno e outros compostos originarios da desidratagdo dos
esterdis sao produzidos durante o processo de refino, principalmente nas etapas
de clarificacdo e desodorizagdo. Logo, eles ndo devem estar presentes em azeite
de oliva virgem. A presenca deles em azeites declarados virgem, representa
fraude por mistura com 6éleos refinados (AMELIO; RIZZO; VARAZINI, 1998;
DOBARGANES; CERT; DIEFFENBACHER, 1999).

A Comissao Européia regulamenta que o Ilimite maximo de
estigmastadienos em amostras de azeite de oliva virgem seja de 0,15 mg/kg e
amostras de azeite de oliva submetidas ao refino esta na faixa de 2 — 45 mg/kg.
De acordo com a maioria dos pesquisadores, a clarificagcdo € a principal etapa do
refino que leva a formacgdo de estigmastadienos. Pequenas quantidades séao
produzidas pelo aquecimento a temperaturas acima de 150 °C, mas ocorrem
algumas perdas nas condi¢des de desodorizagdo. Entretanto, também foi relatado
que a desodorizagdo causa uma formacao significativamente maior de
estigmastadienos em 6leos de milho, soja e canola, se comparada com outras
etapas do refino, incluindo a clarificacdo (GORDON; FIRMAN, 2001).

Devido a fatores econdmicos a adulteracéo intencional do azeite de oliva
pela adicdo de 6leo de soja espalhou-se por grande parte do mundo. Com a

intencdo de detectar e quantificar tal adulteragdo, muitos métodos foram
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desenvolvidos e aplicados na rotina de analise dos laboratorios de vigilancia.
Embora estes métodos sejam bastante simples, estes ndo possuem um alto grau
de precisao, uma vez que é dificil determinar qual 6leo esta presente na amostra.
Com o advento de fases estacionarias resistentes a altas temperaturas, tornou-se
possivel injetar o 6leo diretamente em uma cromatégrafo em fase gasosa,
evitando assim as hidrolises e as etapas de derivatizagdo. Devidos as
determinagdes por cromatografia em fase gasosa a altas temperaturas produzir
um perfil da composicao trigliceridica de cada 6leo vegetal, a adulteragdo pode ser
detectada por comparagédo. Neste caso, a presenca de 6leo de soja é verificada
pela presenca do triglicerideo trilinoleina (LLL) em amostras de azeite de oliva. O
limite de detecgéo para este método foi de 4% de soja em azeite de oliva e usou-
se uma curva de calibragao para a quantificacdo da adulteracédo do azeite de oliva
com 6leo de soja (ANTONIOSI; CARRILHO; LANCAS, 1993).

Em azeite de oliva, os ésteres de cera se localizam principalmente no
epicarpo do fruto e durante o processo de extracdo a fragdo destes ésteres &
transferida para o 6leo. A extragdo do azeite de bagago por solvente causa um
aumento quantitativo dos ésteres de cera no azeite. Assim, a concentragdo de
cera é muito maior nos 6leos de bagago que nos azeites obtidos por prensagem a
frio. Para se detectar adulteracdo com Oleos extraidos com solvente a
determinacdo dos ésteres de cera é de grande importancia (AMELIO; RIZZO;
VARAZINI, 1993; AMELIO; RI1ZZO; VARAZINI, 1998).

As fraudes geralmente sdo feitas de modo que se tornem ndo detectaveis
pelos métodos de controle convencionais, como por exemplo a determinagao da
composicao em acidos graxos. Como a faixa de acido oléico & grande, a
concentragédo do oleo adicionado é ajustada de tal forma que a concentragéo dos
acidos graxos no 6leo resultante esteja dentro dos limites estabelecidos para
azeite de oliva. Além disso, o 6leo adulterado sofre uma desesterolizagao, ou seja,

os esteréis do o6leo adulterante sdo removidos pelo processo de clarificagdo
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usando altas concentracbes de terras clarificantes a altas temperaturas. Isto
acontece quando se adiciona 6leo de girassol alto oléico ao azeite de oliva
(BIEDERMANN, et al., 1996). Esta fraude , vista da disponibilidade de 6leo de
girassol alto oléico nos paises da Comunidade Européia e na Argentina, é facil de

ser executada e portanto deve ser monitorada pelos paises importadores.

Segundo Mariani e Venturini (1997), a determinagao da fragao esterolica é
utiizada para distinguir os diferentes 6leos que podem estar presentes em
misturas. Entretanto, esta mesma fracdo pode ser destruida por algumas
tecnologias, dificultando o reconhecimento dos diferentes éleos. Um bom exemplo
€ 0 Oleo de girassol alto oléico no azeite de oliva. Ambos possuem uma
composicdo em acidos graxos muito semelhante, enquanto a composigao
esterdlica é consideravelmente diferente. Porém, com a desesterolizacao do 6leo
de girassol estas diferencas desaparecem, tornando este 6leo nao identificavel no

azeite de oliva.

A deteccéo, especialmente a determinagéo de baixos niveis de adulteragao
(abaixo de 10%) é um problema analitico. A maioria dos métodos para deteccao
de misturas em oOleos sao baseados na medida dos produtos da desesterolizagao
em azeite de oliva (TARANDJIISKA; MAREKOV, 1998).

A determinacao de alguns dialcoois triterpénicos, como eritrodiol e uvaol é
recomendada na investigagdo da qualidade de azeite de oliva, pois estes
compostos sdo comumente utilizados como indicadores do tipo de extracdo do
Oleo. Esta estabelecido que a concentragcdo de eritrodiol e uvaol em O&leos
prensados é claramente menor do que o0 seu correspondente em 6leos extraidos
por solvente. Por esta raz&do, a determinacao de eritrodiol e uvaol € utilizada para
distinguir azeite de oliva de diferentes qualidades tais como o azeite de oliva extra
virgem (prensagem a frio) e os extraidos por solventes ou por prensagem do

residuo. O método para esta analise envolve varias etapas, como remog¢ao dos
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triglicerideos por saponificagdo, fracionamento da matéria insaponificavel em
varias classes de compostos e sua subsequente determinacédo por cromatografia
em fase gasosa. Este método convencional é trabalhoso, demorado e envolve
perda de informagdes importantes durante a saponificagdo (BLANCH; VILLEN;
HERRAIZ, 1998; BLANCH, et al., 1998).

De acordo com Peixoto, Santana e Abrantes (1998), os principais tipos de
adulteracdo em azeites de oliva incluem adicdo de outros 6leos vegetais e/ ou
animais, Oleos vegetais parcialmente hidrogenados, 6leos vegetais submetidos a
remocao dos esterdis (desesterolizados) e Oleos reesterificados. A complexidade
que envolve a composi¢cao dos diferentes tipos de azeite de oliva, bem como as
consequéncias dos processos de refino, hidrogenagao e reesterificagdo tornam a
deteccdo da adulteragao, muitas vezes, um problema de dificil solugéo. O trabalho
deste grupo foi estudar os varios indices (acidez, absortividade a 232 e 270 nm,
indice de iodo, composi¢cdo em esterois, composicdo em acidos graxos, teores de
acido elaidico e de esqualeno) utilizados na avaliagdo de qualidade e identidade

do azeite de oliva e aplica-los a algumas marcas comercializadas no Brasil.

Antoniassi e colaboradores (1998) relatam que em azeite de oliva podem
ocorrer dois tipos de adulteragdo: adigdo de outros dleos vegetais e mistura de
azeite de oliva virgem e 6leos de oliva refinado de qualidades distintas. O trabalho
deste grupo foi avaliar o padrao de identidade e qualidade de 44 amostras de
azeite de oliva e de 6leos compostos de soja/oliva, através da determinagdo da
composi¢cdo em acidos graxos e esterdis, do coeficiente de extingdo especifica no
ultravioleta a 232 e 270 nm, dos indices de acidez e peroxidos, do teor da matéria

insaponificavel e do teor de esterdis totais.

A composigdo dos hidrocarbonetos dos O6leos comestiveis tem sido
estudada e os n-alcanos enddégenos nas plantas sugerem ser resultado da

descarboxilagdo de acidos graxos de cadeia longa. Trabalhos anteriores a este
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indicam que é possivel, usando amostras de n-alcano e a soma dos n-alcanos
individuais entre nC+s e nCs3, fazer a distingdo entre 6leos brutos e refinados de
diferentes plantas. Deste modo, torna-se possivel usar o perfil dos n-alcanos como
um meio de determinar a autenticidade do azeite de oliva e qualquer adulteracao

deste 6leo com outros éleos de menor valor (WEBSTER, et al., 2000).

A determinacdo de 6leo de aveld em azeite de oliva € uma questdo de
interesse, por ele ser um adulterante dificil de ser detectado nas concentragdes de
interesse (5 — 20%). Isto se deve principalmente ao fato de que o conteudo de
alguns compostos em 6leos adulterados pode estar em alguns casos dentro dos
limites estabelecidos para azeite de oliva genuino (BLANCH, et al,. 2000). A
composi¢cdo em acidos graxos da avela € muito semelhante a do azeite de oliva,
sendo o acido oléico e acido linoléico sdo os principais acidos graxos em ambos
os 6leos. Além disso, fica dificil fazer a distingdo com base na composi¢cdo em
acidos graxos devido a certos fatores como clima e origem geografica
(PARCERISA, et al., 2000).

A detecgao de oleo de avela em azeite de oliva € um problema dificil
devidos aos componentes comuns utilizados para identificar o 6leo, por exemplo
os triglicerideos, acidos graxos, esterdis ou tocoferdis, ndo serem apropriados em
funcdo da semelhanga entre eles nos dois 6leos ou da variabilidade destes
componentes em diferentes cultivos. Uma abordagem promissora para detectar
Oleo de avela em azeite é a determinagdo de ((E)-5-metilhepta-2-en-4-one)
presente na fragcado polar do 6leo de avela. Portanto, tem-se estudado a fracéo
polar do azeite de oliva, a qual inclui derivados ésteres e éteres de polifendis,
presentes em quantidades maiores que os fendis e o-difendis simples. A
determinacgao por cromatografia liquida de alta eficiéncia da fragdo polar tem sido
muito util na identificacdo e quantificagdo dos componentes polares no azeite de
oliva (GORDON; COVELL; KIRSCH, 2001).
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A analise da fragao insaponificavel € muito util para detectar adulteracées
do azeite de oliva com outros 6leos vegetais. Entretanto, esta nao é eficiente no
caso de mistura com dOleo de avela. A quantia e composi¢cdo dos esterois totais,
alcoois lineares e triterpénicos podem né&o evidenciar niveis do 6leo de avela
abaixo de 30%. Contudo, a determinagao separada da fragdo de esterdis livres e
esterificados pode ser excelente para determinacao de tal mistura, uma vez que
ambas as fragcdes tém diferente composicdo e podem oferecer informagdes mais
precisas sobre a origem do azeite de oliva (CERCACI; RODRIGUEZ-ESTRADA;
LERCKER, 2003).

Os métodos cromatograficos comumente utilizados para detectar
adulteracdo em azeite de oliva virgem por outros Oleos sofrem muitas
desvantagens. Em geral, eles sdo pouco especificos, destroem a amostra, sdo
demorados e qualitativos. Tem-se considerado que a espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear com '>C seja uma técnica viavel para analisar os
acidos graxos mais abundantes dos varios 6leos. Relatos na literatura apontam
que esta técnica pode ser muito util na detecgao de adulteragéo de azeite de oliva
virgem por outros 6leos (MAVROMOUSTAKQOS, et al. , 2000).

Os triacilglicerdis do azeite de oliva e os de varios 6leos de sementes
oleaginosas (milho, algodao, palma, amendoim, soja e girassol) sdo separados por
cromatografia capilar em fase gasosa com coluna capilar de silica fundida e
detector de ionizacdo em chama. A adulteragdo do azeite de oliva com um baixo
teor (<5%) de qualquer destes dleos (exceto o 6leo de amendoim) pode ser
verificada pela detecgdo do aumento dos niveis de trilinoleina ou tripalmitina,
triglicerideos geralmente ausentes ou presentes em niveis muito baixos (<0,5%)
neste 6leo. Uma adulteragdo com mais de 20% de 6leo de amendoim pode ser
detectada pela elevagao nos niveis de palmitodilinoleina. Os métodos que utilizam
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase reversa oferecem

uma nova abordagem a solugao dos problemas baseados na observagao de que
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especies de triglicerideos altamente insaturados contendo acido linoléico, acido
linolénico, ou ambos, estdo quase ausentes em azeites de oliva, mas alguns deles
sdo predominantes em Oleos adulterantes (ANDRIKOPOULOS; GIANNAKIS;
TZAMTZIS, 2001).

Segundo Bonvehi, Torrentdé e Coll (2001), em dleos vegetais refinados ha
alguns hidrocarbonetos gerados pela desidratagdo de esterdis. A literatura indica
que, assim como a presenga de estigmastadienos em dleos refinados se deve as
etapas de clarificacdo e desodorizacao, a presencga de hidrocarbonetos esteroidais
com trés duplas ligagbes no sistema de anéis também. A determinacédo destes
compostos proporciona um controle mais preciso e seguro e poderia substituir o
método classico que utiliza o ultravioleta na determinacdo dos dienos e trienos
conjugados. Os compostos com duplas ligagdes conjugadas também sao
formados durante a estocagem. Por outro lado, os produtos da desidratacdo de

esterois ndo foram observados como resultado de estocagem.

Segundo Gamazo-Vazquez, Garcia-Falcén e Simal-Gandara (2003), a
contaminagao acidental do azeite de oliva pode ocorrer durante o envase, etapa
na qual a linha de processo de engarrafamento pode trazer residuos de outros
Oleos vegetais engarrafados anteriormente. Os autores descrevem um
procedimento quimico e instrumental baseado na determinacdo dos ésteres
metilicos dos acidos graxos por cromatografia em fase gasosa com deteccdo em
espectrofotometria de massa, para deteccdo e quantificacdo de outros oleos
vegetais presentes no azeite de oliva, a fim de diagnosticar se a contaminagao

ocorreu na linha de envase.

Dourtoglou e colaboradores (2003) propuseram um novo meétodo para
determinar adulteracéo do azeite de oliva com mistura de outros dleos vegetais. O
método baseia-se na determinagdo do percentual de cada acido graxo mais o

percentual dos mesmos acidos graxos na posi¢cao 1 e 3 do triglicerideo. Com este
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novo metodo € possivel distinguir misturas do azeite com outros 6leos em niveis
de até 5%. Também é possivel prever, por aplicagdo de modelo experimental, a

origem da semente do 6leos utilizados na adulteragéo.

A composicdo em tocoferdis dos O6leos vegetais determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa e as propor¢des entre as
diferentes classes de tocoferdis ( y/f e PB/d), tém sido um bom indicador da
presenca de oleo de avela em azeite de oliva. Entretanto, € aconselhavel aplicar
outras analises para evitar afirmacdo falsa de adulteragdo, devido a ampla
variabilidade da composicdo em tocoferdis dos o6leos e da degradagcdo dos
mesmos durante o refino (CERCACI; RODRIGUEZ-ESTRADA; LERCKER, 2003).
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CARACTERISTICAS DE QUALIDADE DE AZEITES DE OLIVA IMPORTADOS
DISPONIVEIS NO COMERCIO DE CAMPINAS.

RESUMO

O Brasil ndo produz azeite de oliva, sendo por isto um importador potencial
de paises como a Argentina, Espanha, ltalia e Portugal. Visto que tem sido
crescente a detecgcao de fraudes em azeites de oliva virgem e o controle analitico
no pais é quase inexistente, o presente trabalho avalia a identidade e qualidade de
29 marcas de azeite de oliva disponiveis no comércio de Campinas, importados
dos paises acima mencionados, nas categorias de azeite de oliva extra virgem
(15), azeite de oliva (10) e azeite de oliva puro (4), categoria esta ndo presente na
legislacdo em vigor no Brasil (Resolugédo n°® 482 da ANVISA). Os azeites foram
submetidos inicialmente ao teste de acidez e medida do coeficiente de extingao
especifica no ultravioleta a 232 e 270 nm. O grau de acidez de todas as amostras
mostrou-se dentro dos limites estabelecidos para a classificagao do tipo de azeite.
No entanto, o coeficiente de extingdo especifica a 232 e 270 nm de 11 marcas
apresentou absorcdo acima dos valores limites recomendados na legislagao para
a categoria do azeite. O segundo passo foi submeter as amostras a determinacgao
da composicdo em acidos graxos e diante dos resultados encontrados ainda foram
avaliados os indices de iodo e saponificagdo, bem como o percentual de acidos
graxos monoinsaturados, poliinsaturados e isbmeros trans. Nesta etapa, foram
detectadas 4 marcas irregulares em fungcdo do baixo teor de acido oléico e
elevado conteudo de acido linoléico e linolénico. Além da evidente irregularidade
na composi¢cdo em acidos graxos, o indice de iodo, o percentual de acidos graxos
monoinsauturados e poliinsaturados e a presenga de isdmeros trans em algumas
marcas confirmaram a adulteracdo grosseira destas amostras com outro 6leo

vegetal.
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1 INTRODUGAO

O azeite de oliva é um dos poucos 6leos vegetais que pode ser consumido
sem tratamento industrial de refino. Seu grau moderado de insaturagéo, isto €, a
prevaléncia em sua constituicdo do acido oléico, monoinsaturado, é considerado
nutricionalmente preferivel frente aos graus mais elevados de insaturagdo de

outros 6leos comestiveis, principalmente no controle do colesterol plasmatico.

A pratica de misturar 6leos ao azeite de oliva para baixar custos sempre foi
adotada por empresas tanto nacionais como nos paises de origem, e atualmente
prefere-se utilizar 6leos com alto teor de acido oléico. Entretanto, os padrbes de
identidade e qualidade para os 6leos e gorduras comestiveis e os parametros para
eles estabelecidos, fazem com que apenas as fraudes grosseiras possam ser

detectadas pelos laboratorios de controle de qualidade.

Por estas razdes, tem-se como objetivo neste trabalho avaliar a identidade
e qualidade de amostras de azeite de oliva, considerando os parametros analiticos
recomendados pela legislagdo vigente no Brasil. Foram determinados os indices
de acidez, iodo e saponificacao, o coeficiente de extingdo especifica no ultravioleta
a 232 e 270 nm e a composigdo em acidos graxos, com o objetivo de detectar
possivel adulteragdo do azeite com outros oleos vegetais, bem como a adi¢do do
préprio 6leo de oliva refinado ou obtido por processos de extracdo ndo coerentes

com a especificacédo do tipo de azeite apresentada no rétulo.

A acidez € um indice de qualidade do azeite de oliva que esta estritamente
relacionado a classificagdo do azeite por tipos. Valores distintos de indice de
acidez sao estabelecidos para os diferentes tipos de azeite de oliva, classificados
através dos processos de obtengdo (extragcdo mecanica e/ou extracdo por
solventes), se sofreram refino industrial ou se sao misturas. Varios fatores

influenciam a acidez, como a maturagdo e estocagem da azeitona, acgéo
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enzimatica e qualidade da azeitona, isto €, se esta infestada, machucada ou
fermentada (PEIXOTO; SANTANA; ABRANTES, 1998).

Para se avaliar a adigdo de dleo de oliva refinado ao azeite de oliva virgem
sao estabelecidos limites para o valor do coeficiente de extincdo especifica no
ultra violeta nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm. A absorcao de luz
ultravioleta a 232 nm determina o nivel de duplas ligagbes conjugadas e de
hidroperéxidos do acido linoléico misturados aos produtos cetbnicos provenientes
da oxidagdo secundaria dos lipideos. Ja os trienos conjugados absorvem no
comprimento de onda de 270 nm (ANTONIASSI, et al., 1998; CERT, 1995).

A determinacdo da composigdo em acidos graxos é uma das principais
analises utilizadas na deteccéo de adulterantes no azeite. Por outro lado, pode-se
preparar facilmente uma mistura de 6leos que se enquadre dentro dos limites
encontrados nos azeites de oliva. Portanto, a dificuldade de se condenar uma
amostra de azeite somente pela sua composi¢gdo em acidos graxos esta na grande

amplitude entre os limites inferior e superior estabelecidos na legislagao.

Segundo Codex Alimentarius (Codex, 1979 e 1987), a composicdo em
acidos graxos do azeite de oliva [percentual (mol/mol) dos ésteres metilicos] seria
de: acido oléico (55, 0 — 83,0), acido palmitico (7,5 — 20,0), acido linoléico (3,5 —
21,0), acido estearico (0,5 — 5,0), acido palmitoléico (0,3 — 3,5), acido linolénico
(0,0 — 1,5), acido miristico (0,0 — 0,05) e outros acidos graxos em quantidades
diminutas (GUNSTONE; HARWOOD; PADLEY, 1994).

De acordo com o Regulamento da Comunidade Econémica Européia (CEE/
3568 / 91) e a Resolugdo n°® 482 da ANVISA, o limite maximo estabelecido para o
acido linolénico em azeites de oliva € de 0,9%. Para os outros acidos graxos os
teores correspondem aos estabelecidos no Codex Alimentarius (ANVISA, 1999;
CERT, 1995).
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Segundo Haumann (1996), a regido, o clima, a variedade e a maturidade
dos frutos colhidos afetam a composi¢gao em acidos graxos. Azeites provenientes
da Espanha, Itdlia e Grécia geralmente tém baixos teores de acidos linoléico e
palmitico e alto teor de acido oléico. Ja os produzidos na Tunisia tém alto teor de

acidos linoléico e palmitico e menor em acido oléico.

Trujillo-Quijano e Costa (1995) relataram que a cromatografia gasosa de
alta resolucdo com coluna capilar € a técnica mais apropriada para a
determinacao da composigao em acidos graxos. A clara separagao dos isbmeros
trans dos acidos graxos com esta metodologia possibilita a deteccdo de

adulteragdo do azeite com o6leos parcialmente hidrogenados .

A composi¢cdo em acidos graxos € tradicionalmente utilizada pela industria
de alimentos como indicativo de pureza, embora uma ampla variacdo em O6leos
comestiveis de diferentes origens geograficas seja um fator limitante na
interpretacao dos dados. Alguns tipos de contaminagdo podem ser detectados, ou
pelo menos dar indicio da presenca de misturas. O teor de acido linoléico e a
relacdo entre acido oléico e linoléico foram utilizados para detectar mistura de
azeite de oliva virgem com 5-10% de 6leos de semente refinados (APARICIO;
APARICIO-RUIZ, 2000).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Azeite de oliva

Vinte e nove amostras de azeite de oliva foram adquiridas no comércio de
Campinas, no periodo de margo a maio de 2003. Para cada marca adquiriu-se
duas embalagens do mesmo lote.

Os azeites foram procedentes da Argentina, Espanha, Italia e Portugal,
sendo 15 marcas identificadas pelo fabricante como azeite de oliva extra virgem,
10 como azeite de oliva e 4 como azeite de oliva puro.

Estas informagdes estdo resumidamente dispostas nas tabelas 1, 2 e 3,
separadas pela classificacdo especificada na embalagem dos produtos. Constam
também a acidez, o pais de origem, local de envase e empresa importadora e
distribuidora no Brasil. Todas estas informagées foram retiradas do rétulo dos
azeites analisados.

O nome comercial das amostras de azeite foi substituido por letras. As
amostras de mesma marca que apresentavam diferenca na categoria do azeite

e/ou volumes variados, foram diferenciadas por numeros.
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Tabela 1- Dados retirados dos rotulos de Azeites de Oliva Extra Virgem

MARCA ACIDEZ PAIS LOCAL DE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
A até 1,0% Portugal Origem  SSBorges
B1 _ Itdlia Origem  Expand Importadora Ltda
C até 0,5% Itélia Origem  Mediterraneo Ind. Com. Imp. Exp. Lida
D1 ate 1% Espanha Origem  Interfood Imp. Ltda
D2 até 1% Espanha Origem  Interfood Imp. Ltda
E1 até 1,0% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
F1 _ Italia Origem  Colavita Brasil Com. Imp. Exp. Ltda
H até 0,7% Portugal Origem  Qualimpor, Ltda.
L1 até 0,75% Espanha Origem  Cargill Agricda, S. A
M até 1% Espanha Origem  LaVidetera
N1 até 1% Italia Origem  LaVioletera
N2 até 1% Itélia Origem  LaVioletera
P1 _ Argentina Origem  Mad Product Distribuidora Ltda
R1 até 0,5% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
T _ Portugal Origem  SSBorges

(-) Dados nao declarados na embalagem do produto.

D1 e D2, mesma marca, apresentada em 250 e 500 mL, respectivamente

N1 e N2, mesma marca, contendo Alecrim e Orégano, respectivamente.

Tabela 2- Dados retirados dos rétulos de Azeites de Oliva

MARCA ACIDEZ PAIS LOCAL DE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
D3 _ Espanha Origem Interfood Imp. Ltda
D4 até 1,5% Espanha Origem Interfood Imp. Ltda
G _ Argentina Origem Paladar, Ltda
I _ Portugal Brasil (Paladar) Paladar, Ltda
J _ Portugal Origem Unilever Bestfoods Brasil Ltda
L2 até 1,0% Espanha Origem Cargill Agricola, S. A
P2 _ Argentina Origem Mad Product Distribuidora Ltda
Q _ Espanha Origem Bunge Alimentos S.A
R2 até 1,5% Portugal Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda
S até 1,5% Portugal Brasil (Vida Alimentos) Vida Alimentos Ltda

(-) Dados né&o declarados na embalagem do produto.

D3 e D4, mesma marca, sendo D3 denominada “Suave Sabor”.
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Tabela 3- Dados retirados dos rétulos de Azeites de Oliva Puro

MARCA  ACIDEZ PAIS LOCAL DE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
B2 _ Italia Origem Expand Importadora Ltda
E2 até 1,5% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
F2 _ Italia Origem  Colavita Brasil Com. Imp. Exp. Ltda
0] até 1,1% Italia Origem  Tirreno Ind. Com. Imp. E Exp. Ltda

(-) Dados nao declarados na embalagem do produto

Com base na legislagdo brasileira que regulamenta o setor de dleos de
origem vegetal (Resolugao n°® 482 da ANVISA)- ANEXO I, a classificacdo do azeite
de oliva varia em fungao do processo de obtencao do 6leo e da acidez do azeite
de oliva designado como virgem, por ser um azeite extraido por prensagem a frio

do fruto da oliveira.

A classificagdo do azeite de oliva como “azeite extra virgem” significa dizer
que o O6leo foi obtido por processos mecéanicos de extracdo e 0 mesmo possui
acidez, expressa em acido oléico, ndo superior a 1,0 g/100g. A determinagao
“azeite de oliva”, por outro lado, € uma mistura de azeite de oliva refinado com
azeite de oliva virgem, podendo ser extra, fino ou comum, em fungédo da acidez
(ANEXO 1).

A determinacao “azeite de oliva puro” ndo se encaixa na classificacdo em
vigor no pais, ficando em aberto a especificacdo destas marcas. Os parametros
avaliados neste trabalho foram comparados posteriormente com a legislagcédo para

se determinar o tipo de azeite condizente com especificagdo presente no rotulo.

2.2 Métodos

Foram realizadas as seguintes determinagdes analiticas recomendadas
pela legislagdo para controle da identidade e pureza de azeites de oliva.
= % de Acidos graxos livres (% AGL): AOCS Ca 5a- 40 (2002)
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» Coeficiente de Extingao Especifica: AOCS Ch 5-91 (2002)
» Composicdo em acidos graxos: AOCS Ce 1-62 (2002)

= indice de lodo calculado: AOCS Cd 1¢-85 (2002)

= [ndice de Saponificagdo calculado: AOCS Cd 3 a-94 (2002)

Determinagcdao da composicdo em acidos graxos: utilizou-se a
metodologia de preparacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos com BF;
(fluoreto de boro em metanol) da AOCS Ce 2-66, adaptado por Maia (1992). Os
ésteres metilicos dos acidos graxos das amostras foram submetidos a analise por
cromatografia em fase gasosa utilizando cromatégrafo a gas, marca CGC
AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM, com coluna capilar de silica fundida (DB-23
Agilent, 50% cianopropil- metilpolisiloxano, 60 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno, 0,25 um de espessura do filme). A programacgao de temperatura
na coluna foi de 195°C por 20 minutos, 195 a 215°C (5°C/ minuto) e 215°C por 16
minutos, totalizando 40 minutos de corrida. A temperatura do detector foi de 280°C
e do injetor de 250°C; fluxo do gas de arraste (He) foi estabelecido em 1,0 mL/
min, o volume injetado de 1L e split, na razdo de 50:1. A identificagcdo dos picos
foi feita por comparagdo com o tempo de retencao de acidos graxos de amostras
de Oleos vegetais de composi¢céo conhecida, injetadas nas mesmas condigdes.

Esta coluna é apropriada para separar os diferentes isbmeros trans de
amostras possivelmente adulteradas com 6leos vegetais de outras origens ou mal

processados. Portanto, auxilia em mais este dado de deteccao de fraude.

Determinacao do coeficiente de extingao especifica: utilizou-se um
espectrofotdbmetro Lambda 20 Perkin Elmer UV/ Visivel. As determinagbdes foram
realizadas nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm, sendo a amostra

dissolvida em isooctano.

69



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se inicialmente a determinacdo da acidez expressa como % de
acidos graxos livres (em acido oléico), e o coeficiente de extingdo especifico.
Os resultados estdo dispostos nas tabelas 4, 5 e 6, agrupadas de acordo

com a classificagdo dos azeites.

Tabela 4- Acidez (% AGL) e coeficiente de extingdo especifica (K 232 e K 270)

das 15 marcas de azeite identificadas como “Azeite de Oliva Extra Virgem”

analisadas.

MARCAS % AGL K232 K270
RESOLUCAO n°482 M 1,00 M 2,50 M 0,2
A 0,57 2,19 0,23

B1 0,36 2,81 0,42

C 0,22 5,07 4,45

D1 0,43 2,34 0,20

D2 0,55 1,93 0,05

E1 0,61 2,04 0,13

F1 0,61 2,80 0,56

H 0,50 1,89 0,17

L1 0,59 2,10 0,27

M 0,35 1,86 0,10

N1 1,02 2,21 0,30

N2 0,92 2,51 0,42

P1 1,01 2,72 0,35

R1 0,36 2,13 0,33

T 0,54 2,09 0,20

(M) Limite maximo permitido pela Resolugao n°® 482 da ANVISA.
* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.
D1 e D2, mesma marca, apresentada em 250 e 500 mL, respectivamente

N1 e N2, mesma marca, contendo Alecrim e Orégano, respectivamente.
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Tabela 5- Acidez (% AGL) e coeficiente de extingdo especifica (K 232 e K 270)

das 10 marcas de azeite identificadas como “Azeite de Oliva” analisadas.

MARCAS % AGL K 232 K270
RESOLUGCAOQ n °© 482 M 1,50 M 3,30 M 1,00
D3 0,27 1,97 0,23
D4 0,67 2,08 0,24
G 0,15 3.93 1,04
I 0,57 3.87 0,74
J 0,3 2,16 0,36
L2 0,57 2,67 0,59
P2 0,79 2,97 1.35
Q 0,59 2,41 0,43
R2 1,37 2,28 0,48
S 1,24 3,39 0,48

(M) Limite maximo permitido pela Resolugédo n° 482 da ANVISA.
* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.

D3 e D4, mesma marca, sendo D3 denominada “Suave Sabor”.

Tabela 6- Acidez (% AGL) e coeficiente de extingdo especifica (K 232 e K 270)

das 4 marcas de azeite identificadas como “Azeite de Oliva Puro” analisadas.

MARCAS % AGL K 232 K 270
B2 0,09 2,41 0,80
E2 0,39 2,34 0,26
F2 0,84 2,90 0,75
O 0,13 5,61 5,50

Segundo Aued-Pimentel (1991) e Peixoto (1998), a acidez € um parametro
classico utilizado na classificagdo dos diferentes tipos de azeite e € importante
para avaliar as alteragbes sofridas pelo 6leo, em consequéncia de tratamentos
industriais ou de conservagao inadequada. A % AGL determina o teor de acidos
graxos livres resultantes da hidrolise dos triglicerideos, e é expresso

convencionalmente em porcentagem de acido oléico.

A acidez para as amostras analisadas variou de 0,09 a 1,37. Segundo
Antoniassi e colaboradores (1998), os baixos indices s&o indicativos de adicdo de

oleo refinado, possivelmente da propria oliva.
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Os valores obtidos para a determinagado dos acidos graxos livres possuem
um coeficiente de variacdo (CV) menor que 5%. Para a determinagdo do
coeficiente de extingdo especifica a 232 nm o CV foi menor que 10% e a 270 nm

menor que 20%.

Segundo a Resolugdo n° 482 da ANVISA, o azeite de oliva refinado deve
apresentar uma acidez maxima de 0,5 em &acido oléico (g/ 100g). Logo, néo é
possivel confirmar a adicado deste tipo de azeite ao azeite extra virgem através da

acidez, uma vez que para extra virgem o maximo permitido é de 1,0 g/ 100g.

Pode-se observar na Tabela 4 que a marca C, embora tenha apresentado
%AGL dentro do limite estabelecido, a acidez muito baixa para um azeite extra
virgem sugere fraude com oleo refinado. Tal suspeita pode ser sustentada
considerando o coeficiente de extincdo especifica que estd acima do

recomendado.

No entanto, os valores determinados para a AGL(%) nas amostras
analisadas encontram-se dentro do valor estabelecido para a classificacdo em
questdo. E possivel considerar que o valor maximo permitido para azeite de oliva
€ pouco elucidativo no caso de fraude de um azeite extra virgem com azeite

refinado.

Os azeites extra virgem das marcas C, B1 e F1 apresentaram coeficiente
de extingao especifica (K) a 232 nm mais alto que o limite para este tipo de azeite.
O mesmo foi observado na marca G e |, ambos azeite de oliva, e O, marca com
classificagdo n&o especificada na legislagao brasileira. Isto indica a presenga de
oleo refinado no azeite de oliva extra virgem, e a denominagdo de azeite puro

possivelmente refere-se a um azeite de oliva refinado.
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As marcas B1, C, F1, N1, N2, P1 e R1, todas classificadas como azeite de
oliva extra virgem, e as marcas P2 e O, classificados como azeite de oliva e azeite
puro, respectivamente, apresentaram absortividade elevada no comprimento de
onda de 270 nm. Segundo Aued-Pimentel (1991), nos azeites que sofreram
aquecimento observa-se no ultravioleta um maximo de absorcdo bem definido ao
redor de 270 nm, em funcao da presencga de produtos secundarios da oxidagao do

oleo.

A absorgao a 232 nm é originaria da absorgdo de dienos e a 270 nm se
deve aos trienos conjugados. Os sistemas triendicos conjugados formam-se a
partir dos acidos linoléico e linolénico. A formagao destes compostos € atribuida a
desidratacido de compostos epoxidos diinsaturados, resultantes do processo de

oxidagao dos 6leos e pela agao de terras clarificantes (AUED-PIMENTEL, 1991).

De acordo com a Resolugdo n°® 482, para verificar a presenca de 6leos
refinados, quando o coeficiente de extingdo especifica a 270 nm exceder o limite
da categoria correspondente, deve-se proceder a determinagdo de K270 apos

passagem da amostra em coluna de alumina.

Visto a grande dificuldade de se caracterizar um azeite somente por estas
determinagdes, as amostras foram submetidas a determinagdo da composicédo em
acidos graxos, com identificagdo dos isbmeros trans. A partir desta composicgao,
calculou-se os indices de iodo e de saponificagcdo, dados que complementam a

caracterizacao da identidade e pureza das amostras.

Todas as preparacdes de éteres metilicos foram feitas em duplicata. A
composicdo em acidos graxos foi realizada com uma Unica injecdo de cada
duplicata, tomando-se os valores médios como resultado. A triplicata neste caso
foi necessaria apenas para injecbes cujos resultados deram coeficiente de

variagao maior que 5%.
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Os resultados obtidos nas 29 marcas analisadas estdo dispostos nas

Tabelas 7 a 12, agrupados por categoria do azeite.

Tabela 7- Composi¢cdao em acidos graxos das 15 marcas de azeite identificadas

como “Azeite de Oliva Extra Virgem” analisadas.

COMPOSIGAO EM ACIDOS GRAXOS

AMOSTRAS C16:0 c16:1 C18:0 c18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0
Resolugzio n° 482 7,5-20,0 0,3-35 0,5-50 550-830  35-21,0 <09 <06 <04 <02
A 10,0 08 33 76,9 6,9 1,0 04 nd 0,15

B1 10,2 08 33 757 72 07 05 nd 0,14

C 13 0,1 45 244 496 64 04 02 0.40

D1 12 1,0 31 75,0 80 07 04 nd 0,13
D2 106 08 33 778 59 07 04 nd 0,12

E1 105 08 29 753 84 08 04 03 0,13

F1 108 07 29 757 84 07 04 03 nd

H 1,2 1,0 29 76,6 6,5 07 04 03 0,13

L1 10,2 06 33 78,1 59 07 04 03 nd

M 108 08 33 776 57 07 04 03 0,13

N1 14 1,0 34 75,0 74 07 04 03 0,15
N2 106 08 31 75,3 83 07 05 03 0,15

P1 147 17 19 66,4 134 08 04 03 0,13
R1 108 08 33 736 79 07 04 03 0,13

T 109 09 33 787 43 06 05 03 0,13

(nd) Nao detectado.
* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.
D1 e D2, mesma marca, apresentada em 250 e 500 mL, respectivamente

N1 e N2, mesma marca, contendo Alecrim e Orégano, respectivamente.
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Tabela 8- Composi¢cao em acidos graxos das 10 marcas de azeite identificadas

como “Azeite de Oliva” analisadas.

COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS
AMOSTRAS C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0
Resoluggo n° 482 7,5-20,0 03-35 05-50 550-830 35-21,0 <09 <0,6 <04 <02
D3 938 038 40 60,2 59 0,6 05 nd nd
>4 11,2 038 34 788 55 0,6 04 nd nd
G 14 01 35 243 527 60 04 02 0,50
I 118 03 35 286 483 53 04 02 0,50
J 108 0,7 32 76,9 6,7 0,7 04 03 nd
L2 11,6 038 34 74 52 0,6 04 03 nd
P2 89 05 28 75,0 1,8 04 03 03 nd
Q 14 038 32 772 56 0,6 04 03 0,13
R2 109 038 33 776 56 0,7 04 03 0,13
S 139 14 22 704 10,1 09 04 03 nd

(nd) N&o detectado.
* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.

D3 e D4, mesma marca, sendo D3 denominada “Suave Sabor”.

Tabela 9- Composicao em acidos graxos das 4 marcas de azeite identificadas

como “Azeite de Oliva Puro” analisadas.

COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS
AMOSTRAS C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0
Resolugzio n° 482 75-200 03-35 05-50 550-830 35-21,0 <09 <06 <04 <02
B2 129 1,2 28 705 103 08 05 nd 0,14
E2 11,0 08 32 776 58 07 04 03 nd
F2 122 1,1 28 740 93 07 04 03 0,14
@) 1,1 34 34 27 540 54 04 02 0,50

(nd) N&o detectado.

* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.
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Tabela 10- indice de iodo, indice de saponificacdo, percentual de acido graxos
monoinsaturados, poliinsaturados e de isbmeros trans nas 15 marcas de azeite

identificadas como “Azeite de Oliva Extra Virgem” analisadas.

AMOSTRAS I. lodo I. Saponif. Monoinsaturados Poliinsaturados Isém. Trans

Resolugao n°482 (75-94) (184-196) (%) (%) (a) (b)
A 81 193 77,7 7.9 nd
B1 80 195 76,4 7.9 nd
C 124 198 24,7 56,0 0.7 1,7
D1 81 193 76,0 8,7 nd
D2 80 193 78,6 6,6 nd
E1 82 193 76,4 9,2 nd
F1 82 192 76,7 9,1 nd
H 80 193 77,9 7,2 nd
L1 80 193 79,0 6,6 nd
M 79 192 78,7 6,4 nd
N1 80 193 76,3 8,1 nd
N2 82 192 76,4 9,0 nd
P1 84 193 68,4 14,2 nd
R1 80 196 74,7 8,6 nd
T 78 193 79,9 4,9 nd

(a) Soma dos isdbmeros transoléicos (%)

(b) Soma dos isbmeros translinoléicos + translinolénicos (%)

(nd) Nao detectado

* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.
D1 e D2, mesma marca, apresentada em 250 e 500 mL, respectivamente

N1 e N2, mesma marca, contendo Alecrim e Orégano, respectivamente.
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Tabela 11- indice de iodo, indice de saponificacdo, percentual de acido graxos
monoinsaturados, poliinsaturados e de isbmeros trans nas 10 marcas de azeite

identificadas como “Azeite de Oliva” analisadas.

AMOSTRAS I. lodo I. Saponif. Monoinsaturados Poliinsaturados Is6m. Trans

Resolugao n° 482 (75-94) (184-196) (%) (%) (a)
D3 64 233 61,0 6,5 nd

D4 80 191 79,6 6,1 nd

G 128 194 24.6 58.7 1.0

| 123 195 291 53.6 11

J 80 193 77,9 7.4 nd

L2 78 193 78,5 5,8 nd

P2 87 192 75,8 12,2 nd

Q 79 193 78,3 6,2 nd

R2 79 192 78,7 6,3 nd

S 82 193 72,1 11,0 nd

(a) Soma dos isdbmeros translinoléicos + translinolénicos (%)
(nd) Nao detectado
* Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.

D3 e D4, mesma marca, sendo D3 denominada “Suave Sabor”.

Tabela 12- indice de iodo, indice de saponificagdo, percentual de acido graxos
monoinsaturados, poliinsaturados e de isbmeros trans nas 4 marcas de azeite

identificadas como “Azeite de Oliva Puro” analisadas.

AMOSTRAS l. lodo I. Saponif. Monoinsaturados Poliinsaturados Isém. Trans
Resolugao n° 482 (75-94) (184-196) (%) (%) (a)
B2 82 194 71,7 11,1 nd
E2 80 192 78,7 6,5 nd
F2 83 191 75,4 10,0 nd
(0] 131 189 27,3 59,4 1,1

(a) Soma dos isdbmeros translinoléicos + translinolénicos (%)
(nd) Nao detectado

Diante dos resultados da composi¢cdo em acidos graxos € possivel afirmar
que as marcas C, G, | e O apresentaram adulteragdo grosseira com outros 6leos
vegetais. O baixo teor de acido oléico, associado ao alto teor dos acidos linoléico e
linolénico representa uma clara evidéncia da adicao de outro 6leo, possivelmente

Oleo de soja. Logo, a classificacdo descrita no rétulo destas quatro marcas nao
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estda de acordo com a caracteristica de identidade, seja qual for a sua

classificagao.

Segundo Haumann (1996) e Tarandjiska e Marekov (1998), o azeite de
oliva virgem normalmente contem 60-80% de acido oléico. A Resolugédo n° 482
(2000) que regulamenta o setor de 6leos no Brasil também recomenda um limite
de 55-83% de acido oléico, 3,5- 21,0% para linoléico e teor menor que 0,9% para

linolénico.

Observou-se ainda que nestas 4 marcas o teor de isbmeros trans esta
acima dos limites estabelecidos pela norma vigente (ANEXO 1), o que confirma a

irregularidade na classificagdo destes azeites e fraude com outros dleos.

A presencga de isbmeros trans dos acidos oléico, linoléico e linolénico em
azeite de oliva e 6leo de bagacgo de oliva, acima dos niveis maximos, pode indicar
adulteracdo com d6leos de semente hidrogenados, azeite de oliva esterificado,
azeite de oliva virgem tratado ilegalmente, ou 6leos geneticamente modificados ou
desesterolizados a altas temperaturas (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

Complementando os reultados discutidos, o indice de iodo calculado para
as 4 marcas mencionadas anteriormente apresentou valores acima do permitido
na legislagao vigente. O indice de iodo € uma medida do grau de insaturagao de
um Oleo ou gordura, e na pratica é calculado pela quantidade de halogéncio
absorvida e , convencionalmente € expresso como peso de iodo absorvido por 100
g de 6leo ou gordura. Entretanto este indice pode ser determinado a partir das
porcentagens relativas dos acidos graxos insaturados que constituem o 6leo em
estudo. Para este fim, utiliza-se uma formula tedrica obtida da estequiometria da

reacao do iodo com os acidos graxos insaturados.
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Pela porcentagem de monoinsaturados e poliinsaturados verificou-se a nao
coeréncia dos resultados para estas 4 marcas citadas, mostrando um teor muito
baixo de monoinsaturados comparados aos azeites com composi¢ao dentro dos

limites estabelecidos.

Antoniassi e outros (1998) analisaram 44 amostras de azeite de oliva e de
oleo composto de soja/oliva. A determinagdo da composi¢gao em acidos graxos foi
muito util para se detectar a adicdo de dleos hidrogenados, mas nao pode ser
utilizada como unico critério para se avaliar o padrao de identidade do azeite de
oliva, pois dependendo do nivel e do Oleo utilizado, a adulteragcdo sé sera

percebida pela composicdo em esterois.

Segundo Peixoto (1998), a dificuldade de se condenar uma amostra pela
sua composi¢cao em acidos graxos esta na grande amplitude entre os limites

maximo e minimo contemplados na legislagéo.

A determinagcdo da composicao em acidos graxos, associada aos indices
de acidez, iodo e saponificacdo e ao coeficiente de extingdo especifica permite
identificar algumas marcas grosseiramente fraudadas. No entanto, ainda € preciso
avaliar outros parametros para assegurar a legitimidade dos azeites que

apresentaram algumas incoeréncias com a categoria expressa na embalagem.

As marcas C, G, | e O podem ser consideradas adulteradas com outro 6leo
vegetal. As demais marcas foram submetidas a determinagdo da composi¢gdo em
fitosterdis, como tentativa de detectar fraude por adicdo de outro dleo, e os

resultados serao apresentados em outro trabalho.
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4 CONCLUSAO

As 29 marcas de azeite de oliva analisadas apresentaram % de acidos
graxos livres dentro do limite estabelecido para a categoria de cada amostra. No
entanto, a absortividade no ultravioleta a 232 e 270 nm demonstrou
irregularidades em onze marcas (B1, C, F1, G, |, N1, N2, O, P1, P2 e R1).

Considerando os dados disponiveis insuficientes para se concluir fraude por
adicao de outros 6leos vegetais, a determinagao da composigdo em acidos graxos
permitiu detectar a adulteragao grosseira em quatro marcas de azeite (C, G, | e
O). Isbmeros trans que jamais devem ser detectados em azeites de oliva, foram
encontrados nestas 4 marcas, sendo que uma delas apresentou indice de iodo
préximo ao de 6leo de soja, denotando uma fraude evidente, sem necessidade

de qualquer analise complementar.

Neste trabalho observou-se que ha disponivel no mercado azeites com
categoria ndo condizente com a declarada na embalagem. Esta irregularidade foi
detectada por técnicas analiticas rotineiras de controle de qualidade. No entanto,
fraudes mais aprimoradas nao foram confirmadas nesta primeira etapa de

caracterizagao.
Para complementar a deteccdo de fraudes nas demais amostras

analisadas faz-se necessario completar a avaliagdo com a quantificacdo de

fitosterdis, tema que sera discutido no préximo capitulo.
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QUANTIFICAGAO DE FITOSTEROIS EM AZEITE DE OLIVA POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

RESUMO

Neste trabalho foram testadas condicdes analiticas para adequacao da
metodologia de determinacao de fitosterodis aplicada ao azeite de oliva. A técnica
para obtencdo da fragdo esterdlica engloba a saponificacédo do azeite de oliva
adicionado de padrao interno, isolamento dos esterdis por cromatografia em
camada delgada (CCD), extracdo dos esterois da silica gel e injecdo do residuo
sem derivatizagdo em cromatdgrafo em fase gasosa equipado com coluna capilar
LM-5 (5% fenil 95% metilpolisiloxane, 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno, 0,3 uym de espessura de filme). Diante da condicdo cromatografica
estipulada (isoterma de 300°C) obteve-se boa resolu¢do dos componentes, que
puderam ser identificados e quantificados através da relacéo direta com a area do
padrao interno, de concentragdo conhecida, ou por meio de uma curva de
padronizagao interna, sendo que ambos mostraram resultados semelhantes.
Assim, foi possivel avaliar a identidade de 25 marcas de azeites de oliva
disponiveis no comércio de Campinas, importados da Argentina, Espanha, Italia e
Portugal, sendo que 24 destas foram envasadas na origem. As determinagdes
foram realizadas em duplicata, obtendo-se um coeficiente de variagdo menor que
10% entre elas. O resultado do percentual dos principais fitosterdis mostrou que &
possivel detectar fraude no azeite de oliva com outros 6leos vegetais, em fungéo
do teor de Beta-sitosterol que deve ser no minimo 93%, segundo a Resolugao n°
482 da ANVISA. Através do teor de esterois totais, associado a composicdo em

esterais, foi possivel detectar adulteragdes nos azeites analisados.
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1 INTRODUGAO

A determinacdo de ester6is € uma das técnicas mais empregadas na
deteccdo de adulteracdo de azeites de oliva. Como todas as metodologias,
sempre se requer técnicas complementares para o julgamento da genuinidade de
um azeite. Uma das razdes € que, dependendo do processamento pode-se
remover grande parte dos esterois, e estes 60leos ao serem misturados ao azeite
passam despercebidos na analise da fragcdo esterdlica. A determinacdo dos
subprodutos de degradacdo da matéria insaponificavel e gliceridica séo
ferramentas muito Uteis para deteccao de 6leos tratados para conter baixo teor de
esterdis. Os principais produtos de degradagao dos esterois sédo: estigmasta-3,5-
dieno, estigmastatrieno, campestadieno e campestatrieno, estes formados a partir
do beta-sitosterol, estigmasterol, campesterol e brassicasterol, respectivamente
(TRUJILLO-QUIJANO, COSTA, 1995).

Os esterdis sdo conhecidos por possuirem uma ampla faixa de atividades
biolégicas e propriedades fisicas. Os fitosterdis, por exemplo, sdo produtos
importantes para a saude e para a industria de alimentos. Estes sdo muito
utilizados como emulsificantes em cosméticos e fornecem a maior parte dos
intermediarios esteroidais e precursores para a produgdo de hormoénios
farmacéuticos. Um numero grande de fitosterdis com estruturas especificas sao
conhecidos por inibirem a deterioracdo oxidativa de dleos, servindo como agente
antipolimerizante em oleos de fritura. Também tem sido documentada a atividade
hipocolesterolémica de alguns fitosterdis. Os analogos saturados dos fitosterdis e
seus ésteres tém sido relatados como agentes efetivos na diminui¢gado do colesterol
plasmatico, oferecendo beneficios & saude (DUTTA; NORMEN, 1998; ABIDI,
2001).

Os fitosterdis diminuem os niveis de colesterol sérico por diminuir a

absorgao intestinal do colesterol endégeno e do proveniente da dieta, com um
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consequente aumento da excregao fecal de colesterol. Até o presente momento,
acredita-se que a reducdo da solubilidade do colesterol nos sais biliares seja o
principal fator que ocasiona uma diminuicdo da absorgdo deste pelo intestino,
causada por uma competicao e/ou co-precipitacao dos fitosterdis com o colesterol
intestinal (NTANIOS, 2001).

O azeite de oliva apresenta composigdao em esterois bastante particular,
que tem sido utilizada para detectar adulteragdo com outros 6leos. Segundo
Antoniassi e colaboradores (1998), nos trabalhos realizados no Brasil para
avaliagdo da qualidade ou adulteracdao do azeite de oliva, a composi¢ado em
esterdis ndo estava sendo considerada, provavelmente por se tratar de uma

analise longa e de alto custo.

Segundo Abidi (2001), para avaliar a mistura de fitosteréis com uma
diversidade de outros componentes nao saponificaveis em alimentos lipidicos e
Oleos vegetais é preciso utilizar técnicas analiticas seguras para extragao,
isolamento, separacgao, purificagdo, deteccdo e quantificagdo dos analitos. O
isolamento e concentracdo dos esterodis presentes na matriz requer extragdo com
solvente, extracao por fluido supercritico, ou fracionamento por fluido supercritico
seguido de varias etapas de limpeza e processos cromatograficos. Para
subsequente caracterizagao e quantificagcao a fragcao isolada pode ser purificada e
isolada por ampla variedade de técnicas cromatograficas, incluindo cromatografia
em coluna, cromatografia em fase gasosa, CCD, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase normal ou em fase reversa. Os esterois podem ser
detectados por detector de ionizagdo de chama, detector de ultravioleta (UV),
detector de infravermelho, deteccdo por ressondncia magnética nuclear e
espectrometria de massa. Com o advento de tecnologias sofisticadas, a complexa

mistura de esterdis pode ser eficientemente separada.
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Toivo e colaboradores (1998) desenvolveram um método para identificar e
quantificar esterdis em 6leos vegetais e na gordura do leite. Apds saponificagdo da
amostra os autores adicionaram betulina como padrao interno e procederam a
extracdo da fracdo de esterdis utilizando coluna aberta de fase reversa Cqs. Os
esterdis foram derivatizados e determinados por cromatografia em fase gasosa.
Para quantificacdo foi preparada uma curva de calibragdo. Esta metodologia &
mais rapida e consome menos solvente organico que a metodologia convencional

que utiliza CCD como etapa de purificacdo da matéria insaponificavel.

Recentemente, Verleyen e colaboradores (2002) determinaram o conteudo
de esterdis totais em varios Oleos vegetais utilizando saponificagdo dos oleos
contendo betulina como padrédo interno, extracdo da matéria insaponificavel e
derivatizacado da fragao insaponificavel. Esta fragdo foi encaminhada diretamente
para a separagao de seus componentes por cromatografia em fase gasosa. Os
esterois livres e esterificados foram separados em coluna de silica gel,
obedecendo suas diferentes polaridades. Os esterdis livres sdo mais polares que
os esterificados. Ambas as fragdes foram saponificadas, derivatizadas e as
quantificacbes feitas por cromatografia em fase gasosa. Os dados obtidos
indicaram que € possivel separar esterdis livres e esterificados com uma
quantidade minima de solvente em coluna de silica gel. A grande dificuldade é

ajustar a polaridade do solvente para a primeira extragao (PHILLIPS, et al., 2002).

Pretende-se neste trabalho testar a metodologia para determinagédo e
quantificacao de fitosterdis em azeites de oliva, onde sera considerada a eficiéncia
do processo de extracdo dos esterdis das amostras, a capacidade da coluna em
separar com boa resolugdo os componentes esterodlicos e o uso de padrao interno
como compensador das perdas do analito que ocorrem durante as varias etapas

analiticas que compdem a metodologia.
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Como exercicio da técnica algumas amostras de azeite de oliva disponiveis
no comércio de Campinas foram avaliadas quanto a sua composi¢cao em esterdéis,
somando-se a este parametro outros critérios analiticos que possibilitam a
caracterizacao da identidade e pureza dos azeites em estudo, obedecendo as

normas estabelecidas pela Resolugao n°® 482 / ANVISA.

Portanto, a adequagdo da metodologia para avaliagdo da composicdo em
fitosterdis de oOleos vegetais torna-se um instrumento de andlise importante para
os 6rgaos de vigilancia que pretendem avaliar a legitimidade dos azeites de oliva

importados de varios paises com destino ao consumo interno no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Azeites de Oliva:

Foram analisadas 25 amostras de azeite de oliva adquiridas no comércio de
Campinas, no periodo de margo a maio de 2003. Destas apenas uma marca foi

envasada no Brasil, as demais foram envasadas no pais de origem

Os azeites foram procedentes da Argentina, Espanha, Italia e Portugal,
sendo que 14 marcas apresentavam-se como azeite de oliva extra virgem, 8 como

azeite de oliva e 3 como azeite de oliva puro.

Estas informagbes estdo resumidamente dispostas nas tabelas de 1 a 3,
separadas pela classificacdo especificada na embalagem do produto. Constam
também a acidez, o pais de origem, local de envase e empresa importadora e
distribuidora no Brasil. Todas estas informacdes foram obtidas da rotulagem dos

azeites analisados.

Em trabalho anterior, 4 marcas de azeite foram consideradas adulteradas
com outros 6leos vegetais, em fungdo da avaliagdo da composicdo em acidos
graxos. Estes azeites ndo estdo incluidos neste trabalho de avaliagdo da
composicdo em fitosterdis, visto que o propdsito de se detectar fraude ja foi
alcangado em etapas anteriores. No entanto, destas 4 marcas, duas foram
submetidas a avaliagdo do percentual de beta-sitosterol, campesterol e
estigmasterol, a fim de se confirmar a aplicabilidade desta metodologia na

deteccgao de fraudes em azeites de oliva.
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Tabela 1- Dados retirados dos rotulos de Azeites de Oliva Extra Virgem

MARCA ACIDEZ PAIS LOCAL DE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
A até 1,0% Portugal Origem  SSBorges
B1 _ Italia Origem  Expand Importadora Ltda
D1 até 1% Espanha Origem  Interfood Imp. Ltda
D2 até 1% Espanha Origem  Interfood Imp. Ltda
E1 até 1,0% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
F1 _ Italia Origem  Colavita Brasil Com. Imp. Exp. Ltda
H até 0,7% Portugal Origem  Qualimpor, Ltda.
L1 até 0,75% Espanha Origem  Cargill Agricola, S. A
M até 1% Espanha Origem  LaVioletera
N1 até 1% Italia Origem  LaVioletera
N2 até 1% Italia Origem  La Violetera
P1 _ Argentina Origem  Mad Product Distribuidora Ltda
R1 até 0,5% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
T _ Portugal Origem  SSBorges

(-) Dados néo disponiveis na embalagem do produto.
D1 e D2, mesma marca, apresentada em 250 e 500 mL, respectivamente.

N1 e N2, mesma marca, contendo alecrim e orégano, respectivamente.

Tabela 2- Dados retirados dos rétulos de Azeites de Oliva

MARCA ACIDEZ PAIS LOCAL DE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
D3 _ Espanha Origem Interfood Imp. Ltda
D4 até 1,5% Espanha Origem Interfood Imp. Ltda
J _ Portugal Origem Unilever Bestfoods Brasil Ltda
L2 até 1,0% Espanha Origem Cargill Agricola, S. A
P2 _ Argentina Origem Mad Product Distribuidora Ltda
Q _ Espanha Origem Bunge Alimentos S.A
R2 até 1,5% Portugal Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda
S até 1,5% Portugal Brasil (Vida Alimentos) Vida Alimentos Ltda

(-) Dados néo disponiveis na embalagem do produto.

D3 e D4, mesma marca, sendo D3 denominada “Suave Sabor”.

Tabela 3- Dados retirados dos rétulos de Azeites de Oliva Puro

MARCA ACIDEZ PAIS LOCALDE IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR
DECLARADA PRODUTOR ENVASE
B2 _ Italia Origem  Expand Importadora Ltda
E2 até 1,5% Portugal Origem  Carrefour Com. e Ind. Ltda
F2 _ Italia Origem  Colavita Brasil Com. Imp. Exp. Ltda

(-) Dados nao disponiveis na embalagem do produto.
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Com base na legislacao brasileira que regulamenta o setor de dleos de
origem vegetal (Resolugé&o n° 482 da ANVISA), a classificagdo do azeite de oliva
varia em funcado do processo de obtencao do 6leo e da acidez do azeite de oliva
designado como virgem, por ser um azeite extraido por prensagem a frio do fruto

da oliveira.

A classificacdo do azeite de oliva como “azeite extra virgem” significa dizer
que o O6leo foi obtido por processos mecéanicos de extragdo e 0 mesmo possui
acidez, expressa em acido oléico, ndao superior a 1,0 g/100g. A determinagao
“azeite de oliva”, por outro lado, € uma mistura de azeite de oliva refinado com
azeite de oliva virgem, podendo ser extra, fino ou comum, sendo que a variagao é

influenciada pela acidez desta segunda fragao (ANEXO 1).

Contudo, a determinacdo “azeite de oliva puro” ndo se encaixa na
classificagdo em vigor no pais, ficando em aberto a especificacdo destas marcas.
Os parametros avaliados neste trabalho foram comparados posteriormente com a
legislagcao para determinar se o tipo de azeite € condizente com a especificagdo

presente no roétulo.

Reagentes:
- Padrbes cromatograficos:

» Beta-sitosterol: 60% de pureza (Sigma, S-5753);
= Campesterol (Sigma, C-5157)
» Estigmasterol (Fluka, 85860)
= Dihidrocolesterol (5 a -cholestan-3 5-ol; S5 -cholestanol): 95-97% de pureza,
(Sigma, D-6128),
= Colesterol (5- cholesten-3 3 -ol): 99% de pureza, (Sigma, C-8667)
- Solugao aquosa de KOH a 50 % (p/v);

- Sulfato de sédio anidro;

91



- Solventes organicos das marcas Allkimia, Synth, Vetec, EM, Merck, Quimex,
Chemco, Nuclear: alcool etilico a 95%, éter de petréleo, éter etilico, hexano,
cloroférmio, isopropanol;

- Solugao etandlica de 2,7-diclorofluoresceina a 0,2%;

- Silica gel 60 (Merck) para confecgao de placas de vidro preparativas de 20 x
20 cm;

Equipamentos:
- Rotaevaporador;

- Sistema extrator (Butt);

- Banho termostatico RM-Lauda;

- Cubas cromatograficas de vidro;

- Plataforma para confecgao de placas cromatograficas (20 x 20 cm);

- Estufa com circulagao de ar;

- Cabine com lampada ultravioleta: 365 nm (“Original Hanau® 220V, 50 Hz
85W);

- Cromatografo a gas da marca Agilent 6850 Series- GC System, com injetor
automatico acoplado a detector FID, com software Agillent Chemstation

Plus, version A.08xx para integracao e registro do cromatograma.

Condicoes cromatograficas:

- Coluna capilar de silica fundida: LM 5 (5% fenil 95% metilpolisiloxane, 30 m,
0,25 mm de diadmetro interno, 0,3 um de espessura de filme);

- Temperaturas do injetor, forno e detector de 280°C, 300°C e 300°C,
respectivamente;

- Gas de arraste: Hélio; fluxo 1,1 mL/ min

- Pressao na coluna: 25,86 psi

- Velocidade média: 35 cm/ s

- Hidrogénio: 30 mL/ min
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- Ar: 300 mL/ min

- Make up (N2)= 20 mL/ min
- Split: 50:1

- Volume de injegdo: 1 pL

- Tempo de corrida: 30 minutos.

2.2 Métodos

Para a determinacdo da composi¢cao de esterdis em azeites de oliva foi
utilizada a metodologia oficial do Diario Oficial da Comunidade Européia (L 248,
publicado em 05 de setembro de 1991) - Determinagdo da composi¢éo e conteudo
de esterdis mediante cromatografia em fase gasosa com coluna capilar. Neste
trabalho o método foi adaptado, sofrendo algumas modificagdes, de acordo com o
procedimento a seguir.

A metodologia sera descrita pelo fato da fonte utilizada ser de dificil acesso.

2.2.1 Obtencao da Matéria Insaponificavel.

Procedimento:

- Pesa-se 5,0 g + 20 mg da amostra homogeneizada em um baldo de fundo
redondo de 250 mL;

- Adiciona-se 30 mL de alcool etilico a 95%, 5 mL de solugdo de KOH a 50% e 0,5
mL de padrao de dihidrocolesterol a 0,2% em isopropanol (Pl);

- A saponificagdo acontece sob ebulicdo em sistema de refluxo, com aquecimento
durante 1 hora apds o inicio da condensacgao;

- Resfria-se o sistema adicionando, pelo condensador, 40 mL de alcool etilico a
95% e 40 mL de agua destilada fria;

- Apos resfriamento a temperatura ambiente, o conteudo do baldo é transferido

para um funil de separacgao, e o baldao lavado com 50 mL de éter de petréleo;
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- Procede-se a extragao da matéria insaponificavel mediante agitacdo vigorosa da
mistura de sabao com porg¢des de 50 mL de éter de petrdleo; apds a separagao da
fase organica da aquosa, a fragdo de éter de petroleo é recolhida em outro funil de
separacao;

- Repete-se a extracao 4 vezes, utilizando-se 50mL de éter de petréleo em cada
vez e agitando-se vigorosamente em cada etapa;

- Filtra-se a fase etérea obtida das 4 extracdes utilizando funil de vidro com papel
de filtro e sulfato de sodio anidro, e recolhe-se o filtrado em um baldo de fundo
chato de 500 mL (nesta etapa foi omitida a lavagem da matéria-insaponificavel
para retirada do KOH);

- Evapora-se o solvente em rotaevaporador até reduzir o volume para cerca de 5
mL;

- Transfere-se o residuo para um balao tipo péra, previamente seco e tarado;

- Evapora-se completamente o solvente e seca-se em estufa a 80°C por 30 min;

- Apés resfriamento a temperatura ambiente em dessecador, o baldo € pesado
para determinagdo da matéria insaponificavel da amostra, por gravimetria.

* A matéria insaponificavel enquanto diluida no solvente apresenta aspecto de
liquido ligeiramente turvo e cor amarelada.

* As alteragdes adotadas nesta etapa estdo detalhadas no item 3.1 de Resultados

e Discusséo, a seguir.

2.2.2 Separagao da fragao esterdlica da matéria insaponificavel

Inicialmente é preciso separar os componentes da matéria insaponificavel
por cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa, a qual é realizada
mediante aplicacdo da matéria insaponificavel em placas de vidro (20 x 20 cm)
impregnadas com silica gel 60 na espessura de 0,5 mm, ativadas em estufa a
105°C por 30 minutos.
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Procedimento:

- Dissolve-se em 1 mL de hexano a matéria insaponificavel presente no baldao péra
obtida na etapa anterior;

- Com auxilio de um capilar aplica-se toda a matéria insaponificavel em placa
cromatografica ativada (as placas nao foram tratadas previamente com solugéo
alcodlica de KOH a 0,2 M);

- Aplica-se nas laterais da placa uma solugdo padrao de esterol (colesterol a 5%
em isopropanol);

- Prepara-se previamente cubas cromatograficas com hexano / éter etilico na
proporcao de 65:35 v/v; deixa-se saturar por 30 minutos e coloca-se as placas
para eluicao;

- Retira-se as placas da cuba apds eluicdo do solvente (+ 40 min); deixa-se secar
em capela por 10 min;

- As placas sao reveladas com pulverizagdo de solugdo etandlica de 2,7-
diclorofluoresceina a 0,2%;

- Sob luz ultravioleta, observa-se e delimita-se a banda dos esterdis, utilizando
como referéncia a posi¢cao do padrao de esterol aplicado nas laterais da placa;

- Raspa-se a banda dos esterois e procede-se a extragao.

2.2.3 Extragao dos esterdis:

- A silica impregnada com a fragédo de esterdis é recolhida em um tubo de ensaio
com tampa,;

- Adiciona-se 10 mL de cloroférmio ;

- Coloca-se em banho - maria, agita-se em vortex e apds a sedimentacdo a fase
cloroférmica (sobrenadante) é recolhida;

- O liquido de extracao é filtrado em papel de filtro e armazenado em balao tipo
péra;

- Lava-se o residuo de silica com éter etilico (+ 2 mL) por 3 vezes;

- As fases etéreas sao filtradas em papel de filtro e recolhidas em bal&o péra;
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- Evapora-se o solvente (cloroférmio + éter etilico) em rotaevaporador e/ou gas Np;
- Dissolve-se os esterdis contidos no baldo péra com 1 mL de hexano (grau
cromatografico) e a solugédo esta pronta para ser analisada por cromatografia em
fase gasosa (a etapa de derivatizagao dos fitosterois foi omitida).

* Aspecto da fragao de esterol: liquido incolor em solucao limpida.

* As alteragdes adotadas nesta etapa estdo detalhadas nos itens 3.1 e 3.2 de

Resultados e Discussé&o, a seguir.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matéria insaponificavel e fracao de esterdis em azeite de oliva:

Segundo a metodologia oficial para obtengdo da matéria insaponificavel é
recomendado a lavagem do extrato insaponificavel com agua destilada para
remocdo do residuo de sabdo. Esta etapa nado foi realizada em funcédo da
formacédo de emulsdao e aumento da possibilidade de perdas dos analitos. Foram
testadas amostras que sofreram lavagens e amostras nao lavadas, observando-se

que os resultados nao apresentaram alteracées significativas.

A metodologia para determinagao de esterdis recomenda tratar as placas
cromatograficas com solugao alcodlica de KOH a 0,2 N. Com o uso de placas
preparativas confeccionadas artesanalmente tal procedimento tornou-se
impraticavel em fungdo da fragilidade da silica impregnada. Foram testados
isolamentos da fragcdo esterdlica utilizando placas industrializadas previamente
tratadas com KOH e placas preparativas sem tratamento, observando-se que o
tratamento melhora a resolugao das bandas, porém em placas ndo tratadas a
separagao mostra-se eficiente e n&o gera duvidas quanto a delimitagdo da banda

de fitosterois (Figura 1).
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/1 Colesterol (Padrao)

. } Fracao de Esterois

W e T e Ope————— TS Fitosterois (Amostra)

Figura 1- Cromatoplaca da matéria insaponificavel de azeite de oliva revelada
com solucao de sulfato de cobre saturada, para efeito de ilustracdo das bandas
dos componentes insaponificaveis, principalmente os fitosterdis, separados em

placa sem tratamento com KOH.

3.2 Separagao dos componentes esterdlicos:

Obteve-se a fracdo esterdlica raspando da cromatoplaca a banda
correspondente aos fitosterdis, identificada mediante aplicagdo de solucdo de
padrao de esterol (colesterol a 5%) nas laterais da placa, na mesma altura de

aplicagado da amostra.

ApOs a extracado dos esterdis da silica, a separagao dos seus componentes
foi realizada mediante cromatografia em fase gasosa em coluna capilar de silica
fundida, a qual mostrou-se eficiente na separagao, promovendo boa resolugcao dos

picos correspondentes aos diferentes fitosterais.

Segundo a metodologia oficial, para determinagdo e quantificagdo de
esterois, apds a extracao da fragao esterdlica € necessario derivatizar os esterois

isolados, mediante reacdo quimica destes com uma mistura de piridina -
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hexametildisilazano — trimetilclorosilano , 9:3:1 (v/v/v). Esta reacao deve acontecer

sob condi¢cdes de auséncia de umidade.

Foram testadas a separagcdo por cromatografia em fase gasosa de
amostras derivatizadas e sem derivatizar e os resultados encontrados nao
apresentaram nenhuma diferenga, considerando a eficiéncia da coluna em
proporcionar boa resolugdo dos componentes da mistura de esterois (Figura 2).
Portanto, a etapa de derivatizacdo dos fitosterdis foi retirada do procedimento

adotado neste trabalho.
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Coluna LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3 ym),
em isoterma de 300°C. PI: padrao interno.Outros= sitostanol + delta 5-avenasterol +

delta 5,24-estigmastadienol

Figura 2- Cromatograma de mistura de padrdes de esterol e padrao interno (PI)

sem derivatizag¢ao, obtido por cromatografia em fase gasosa com coluna LM-5 .

Por outro lado, existiu uma preocupac¢ao em relagdo a pureza da banda de
esterdis e a possivel interferéncia de compostos nao esterdélicos presentes nesta

fragcao podendo interferir na separacdo dos compostos.

Diante disso, foi possivel observar que em amostras de 6leos ou gorduras
vegetais com elevado teor de matéria insaponificavel, alto conteudo de ceras ou

outros compostos de baixa polaridade, a separacdo destes na cromatoplaca
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comprometeu o isolamento da banda de esteradis, e isto levou ao aparecimento de

compostos nao esteroidais no cromatograma da fragao esterdlica.

Testes complementares mostraram que, no caso de amostras de azeite de
oliva com picos que antecedem o pico de padrao interno, ha indicativo da
presenca de tocoferdis. Contudo, ndo ha duvidas de que a separagdao dos
componentes esterolicos nao sofre interferéncia de outros compostos, uma vez
que o processo cromatografico utilizado na metodologia mostrou-se eficaz na

resolucdo dos analitos.

A Figura 3 representa um cromatograma obtido a partir da avaliagdo do
comportamento de uma mistura de padrbées de Tocoferol, analisado para certificar
a nao interferéncia destes compostos na identificacdo dos esterdis. A Figura 4
representa um cromatograma da fragdo esterdlica de um azeite de oliva, que nao
foi isolada perfeitamente. No entanto, os compostos presentes nao interferiram na

determinacao e quantificagcao dos esterois presentes.
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Coluna LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3 pm), em isoterma de 300°C
Figura 3- Cromatograma de uma mistura de padrdes de tocoferol, determinados

nas mesmas condi¢gdes aplicadas a determinacdo dos fitosterdis em azeite de

oliva.
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Coluna LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3 ym), em isoterma de

300°C. ND: composto ndo determinado; Pl: padrao interno; Outros: sitostanol + delta 5-

avenasterol + delta 5,24-estigmastadienol

Figura 4- Cromatograma da fragcao esterdlica de um azeite de oliva contendo
tocoferois (ND) como contaminantes da banda isolada durante a extracdo dos

fitosterdis da matéria insaponificavel.

3.3 Quantificacao dos fitosterois:

O uso de solugdo de padrao interno (Dihidrocolesterol) desde o inicio da
preparagao da fragao insaponificavel constitui-se em uma medida que garante a
correcao das perdas decorrentes das varias etapas da metodologia, o que

possibilita também a quantificacdo dos componentes esterdlicos.

Segundo Lognay e colaboradores (1992), para a determinagao de esterdis
em Oleos vegetais € necessario o uso de padréao interno antes da etapa de
saponificagdo, a uma concentracdo apropriada, de modo que a altura do seu pico

seja proporcional ou semelhante a do composto a ser determinado.
A quantificagdo dos fitosterdis presentes em azeite de oliva foi realizada

mediante constru¢cdo de uma curva de padronizagdo interna, na qual as

concentracdes do padrédo de beta-sitosterol foram de 1,07, 2,14, 3,21, 4,28 e 5,35
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Mg/ uL e a concentracao do padrao interno de dihidrocolesterol foi de 1,024 ug/ uL.
Foram obtidos cinco pontos injetados em ftriplicata e a integracdo da meédia entre
as injecoes foi feita pelo software Agilent Chemstation Plus, version A.08xx do

cromatografo marca Agilent 6850 Series- GC System (Figura 5).
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Figura 5- Curva de calibragdo interna utilizada para quantificacdo de beta-

sitosterol em azeite de oliva

Pela curva obtida observou-se que existe boa correlacdo entre os esterdis e
0 padrao interno, uma vez que aumentando-se a concentragdao do analito e
mantendo-se a concentragdo do padrdo interno constante a linearidade foi

alcangada.

A mesma relagao pode ser obtida para os outros fitosterdis presentes no
azeite de oliva (campesterol, estigmasterol, delta-5 avenasterol etc). O software
permite calibrar todos os componentes identificados em relacdo a média da area
do padréo interno obtido em cada injecdo, fato este que permite quantificar cada

componente esterdlico presente na amostra de azeite.
Segundo a Resolugdo n° 482 que regulamenta o teor de fitosterdis no

azeite de oliva, o teor individual para os fitosteréis € dado em porcentagem,

ficando a quantificagdo em mg/ kg de azeite expressa apenas para esterdis totais.
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Assim, outra forma de quantificar os fitosteréis em oleos vegetais é
calculando-se o percentual de cada componente, tendo como 100% a somatdria
das areas de todos os picos de esterdis, ou correlacionando a area do pico do
padrao interno com a somatéria das areas dos picos de esterdis, obtendo-se deste

modo a quantidade de esterdis totais em mg por quilograma de 6leo analisado.

Exemplo:

A p=177,98692 17798692 — » 1,038 mg
A Estersis Totais = 1275,00807 1275,00807 — 5 X
[PI7=1,038 mg/ 0,5 mL X= 7,4 mg de Esterdis Totais (E.T.)

7,4 mg ET.—» 5,0056 g de azeite
X <4—— 1000g de azeite
X= 1485, 5 mg E.T./ kg de azeite

3.4 Aplicacao da metodologia em amostras de azeite de oliva disponiveis no

mercado

De acordo com o item 2.1, 25 marcas de azeite de oliva foram avaliadas
quanto a sua composi¢cao em fitosterdis e a identificagdo dos componentes foi
realizada mediante comparagdo com o tempo de retengao dos padrdes injetados

isolados ou em mistura (Figura 2).

A quantificagdo foi determinada pela somatéria das areas dos picos de
esterdis, expressando os resultados em porcentagem de area e também
correlacionando com a area do padrao interno adicionado e sua concentragdo em
mg/mL, tendo como resultado a relacdo dos esterdis totais por quilograma do

azeite.
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O percentual dos principais fitosterdis presentes nas amostras de azeite de
oliva analisadas esta disposto nas Tabelas 4, 5 e 6, segundo a categoria expressa

na embalagem do produto.

De acordo com a legislagdo em vigor (Resolugédo n° 482, ANVISA), ANEXO
1, para se quantificar beta-sitosterol em azeite de oliva, deve-se somar as areas
de sitosterol, sitostanol e delta 5-avenasterol, a fim de se obter um teor minimo de
93%.

A determinagcao do percentual de fitosterois em duas marcas de azeite de
oliva, que ja se mostravam adulteradas pela composi¢do em acidos graxos, foi
realizada com o propdsito de se confirmar a importancia desta metodologia na
deteccao de fraudes em azeites de oliva com outros 6leos vegetais. Nestas duas
marcas, o teor de beta-sitosterol encontrado foi de 62% e 66%, campesterol foi de
18% e 16% e para estigmasterol, 20 % e 18%. Considerando que para beta-
sitosterol o teor minimo recomendado pela legislacdo é 93%, estes dados
confirmam a irregularidade nas marcas que em trabalho anterior apresentaram

outros parametros analiticos fora dos limites estabelecidos.
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Tabela 4- Percentual de fitosterdis em azeites de oliva extra virgem disponiveis no

comércio de Campinas.

AMOSTRAS Campesterol (%) Estigmasterol (%) Beta-sitosterol (%)*

A 2.3 0,7 96,4
B1 2.4 0,4 93,6
D1 2,5 0,5 92,8
D2 2,2 0,7 95,0
E1 2,5 0,6 93,0
F1 2,6 0,7 95,0
H 2,7 0,6 93,0
L1 2,6 0,6 93,2
M 2,8 0,6 93,0
N1 2,3 1,0 93,0
N2 2,5 0,5 93,0
P1 4,0 1,5 88,3
R1 2.4 0,6 94,5
T 3,3 0,7 93,0

(*) Soma de beta-sitosterol + sitostanol + delta 5-avenasterol (ANVISA)
Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.

Tabela 5- Percentual de fitosterdis em azeites de oliva refinados disponiveis no

comércio de Campinas.
AMOSTRAS Campesterol (%) Estigmasterol (%) Beta-sitosterol (%)*

D3 2.5 0,9 94,0
D4 2,3 1,0 95,2
J 2,4 1,2 95,0
L2 2,6 0,7 94,0
P2 3,7 1,0 88,0
Q 3,1 1,1 95,0
R2 2,6 1,5 94,0
S 3,0 1,5 95,0

(*) Soma de beta-sitosterol + sitostanol + delta 5-avenasterol (ANVISA)
Valores sublinhados e em negrito se encontram fora dos limites recomendados.

Tabela 6- Percentual de fitosterdis em azeites de oliva puros disponiveis no

comércio de Campinas.
AMOSTRAS Campesterol (%) Estigmasterol (%) Beta-sitosterol (%)*

B2 2,4 1,1 93,8
E2 2,6 0,7 95,0
F2 2,8 0,7 94,5

(*) Soma de beta-sitosterol + sitostanol + delta 5-avenasterol (ANVISA)
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Os resultados encontrados sao valores médios de duplicatas de cada
marca analisada por uma unica injecao, apresentando um coeficiente de variagéo
menor que 10% entre as duplicatas. Os cromatogramas obtidos apresentaram boa
separagdo dos componentes, 0 que nao ocasionou grandes dificuldades na
identificacdo dos compostos mediante injegao prévia de solugdes padréao (Figura
6).
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Coluna LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3 pm), em isoterma de
300°C. PI= padrao interno; Outros= Sitostanol+ delta 5-avenasterol+ delta 5,24-

estigmastadienol

Figura 6- Cromatograma da composig&o em fitosterdis de azeite de oliva

adicionado de padrao interno.

A Resolugcdo n° 482 da ANVISA determina que o percentual de
Campesterol em azeites de oliva deve ser de no maximo 4%, o de Estigmasterol
deve ser inferior ao de Campesterol e um minimo de 93% para Beta-sitosterol e
isdmeros. Logo, pode-se observar que as marcas aqui avaliadas mostraram-se
dentro dos limites estabelecidos, ficando abaixo dos teores recomendados apenas
as marcas P1 e P2, identificadas como “Azeite de Oliva Extra Virgem e “Azeite de

Oliva”, procedentes da Argentina.
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Segundo Antoniassi e colaboradores (1998), a adulteracdo de azeite de
oliva virgem pela adicdo de 6leos de sementes pode ser identificada pelo aumento

dos teores de campesterol e estigmasterol e reducdo do teor de beta-sitosterol.

Também foi determinada a quantidade de esterdis totais nestas 25
amostras de azeite de oliva e os resultados estdo disponiveis nas Tabelas 7, 8 e
9, respeitando a classificacdo dos azeites mencionada nos rétulos das

embalagens.

Tabela 7- Teor de esterdis totais em azeites identificados como “Azeite de Oliva

Extra Virgem” disponiveis no comércio de Campinas.

Esteréis totais

AMOSTRAS mg/kg
A 1576,02
B1 1778,88
D1 2171,44
D2 1210,61
E1 1656,15
F1 1388,18
H 1679,64
L1 1702,22
M 1527,07
N1 1726,76
N2 1946,59
P1 2186,87
R1 1620,58
T 1462,19

* Valores sublinhados e em negrito estdo acima dos limites recomendados
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Tabela 8- Teor de esterdis totais em azeites identificados como “Azeite de Oliva”

disponiveis no comércio de Campinas.

Esterdis totais

AMOSTRAS mglkg
D3 1619,39
D4 1512,27
J 1441,82
L2 1515,97
P2 2291,58
Q 1434,45
R2 1293,30
S 1693,89

* Valores sublinhados e em negrito estdo acima dos limites recomendados

Tabela 9- Teor de esterois totais em azeites identificados como “Azeite de Oliva

Puro” disponiveis no comércio de Campinas.

Esterodis totais

AMOSTRAS mg/kg
B2 1540,85
E2 1535,33
F2 1572,44

Segundo a legislagcado brasileira que regulamenta os limites para esterdis
totais em azeites de oliva, o limite minimo para todas as categorias de azeite é de
1000 mg/ kg (ANEXO 1), ficando fora desta regra apenas os 6leos obtidos por
extragdo com solvente do bagago e/ou carogo da azeitona que devem possuir um

teor minimo de 1800 mg/ kg

Com base neste limite estabelecido pela Resolugao n° 482, os azeites das
marcas D1, N2, P1 e P2 apresentaram teores bastante elevados para esterdis
totais, indicando fraude por adigdo de éleo de bagaco de oliva. Por outro lado, os
azeites P1 e P2 ja foram considerados adulterados com outro 6leo vegetal por
apresentar teor de beta-sitosterol abaixo do recomendado para azeite de oliva

legitimo.
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Trabalhos de quantificacdo de compostos minoritarios realizados no exterior
(dados néo publicados) a pedido da Associagdo Brasileira de Produtores,
Importadores e Comerciantes de azeite de Oliveira (OLIVA), culminaram na
divulgacao de relatorios sobre qualidade de azeites de oliva no més de margo de
2003. Tal boletim de divulgagao incluiu as marcas D, J, A, E e Q como regulares, e
as marcas C, G, | e O como irregulares (ANEXO 2). Esta iniciativa da Associagao
teve por objetivo avaliar a genuinidade dos azeites distribuidos no Brasil com o
intuito de iniciar agdes para regularizar a situagao de confianga aos importadores.

Nossos resultados corroboram com os divulgados neste boletim.
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4 CONCLUSOES

A adequagdo da metodologia para determinagdo e quantificagcdo de
fitosteris em azeite de oliva foi realizada obedecendo as principais etapas
estabelecidas na metodologia oficial, contudo algumas etapas como lavagem da
matéria insaponificavel com agua, tratamento das placas preparativas com
solucdo alcalina e derivatizacao da fragao esterdlica foram suprimidas, sem que
alteracdes significativas fossem observadas no resultado final de identificacéo e

quantificacao dos fitosterdis.

A condicdo cromatografica estabelecida para determinagao de fitosterois e
o uso de coluna capilar de silica fundida de polaridade média (LM-5 - 5% fenil 95%
metil polisiloxano, 30m x 0,25mm x 0,3 um), mostraram-se eficientes, pois obteve-
se otima resolugdo dos picos dos componentes esterodlicos. Além disso, a adogao
de dihidrocolesterol como padrao interno desempenha um papel importante para
se calcular o teor de fitosterdis nos Oleos vegetais. Sem esta técnica a
quantificacdo dos analitos estaria comprometida, uma vez que a metodologia é
constituida de varias etapas que favorecem perdas significativas dos fitosterois até

a sua determinagao final.

A aplicagdo da metodologia de quantificacdo de fitosterdis na avaliagado de
amostras de azeite de oliva disponiveis no comércio de Campinas mostrou ser um
bom exercicio da técnica, uma vez que associada a outras metodologias de
caracterizacdo das amostras, avaliadas em capitulos anteriores, foi possivel
detectar adulteracdo em quatro azeites (D1, N2, P1 e P2), das 25 marcas

avaliadas.

A aplicacdo desta técnica na avaliagdo da qualidade e legitimidade dos
azeites comercializados no pais € um instrumento de interesse para os 6rgaos de

vigilancia, tendo em vista que todo o azeite consumido no Brasil € importado da
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Europa ou Argentina, por se tratar de um produto caro, bastante apreciado pelo
brasileiro e por n&o existir até 0 momento 6rgados competentes que apliquem esta
metodologia como rotina de trabalho. Desta forma, torna-se comum a adulteracao
do azeite de oliva com outros oleos vegetais, ou com azeite de oliva de qualidade

inferior.
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CONCLUSOES GERAIS

1-

No estudo da adequacédo da metodologia de determinagdo da composicéo e

conteudo de fitosterdis em azeite de oliva, chegou-se as seguintes conclusdes:

A etapa de extracdo da matéria insaponificavel dispensa as lavagens com
agua. A subtragdo desta etapa evita a formagdo de emulsdo durante a
extrac&o e diminui o risco de perdas do analito;

A utilizacdo de cromatografia em camada delgada preparativa com placas nao
tratadas com solugdo alcodlica de KOH ndo compromete a separagao dos
componentes insaponificaveis;

A quantificagdo confiavel dos fitosterdis é atribuida ao uso de dihidrocolesterol
como padrao interno, pois este elui com a fragao dos esterdis na separagao da
matéria insaponificavel, sem interferir na separacdo dos fitosterdis por
cromatografia em fase gasosa, corrigindo desta forma as possiveis perdas do
analito durante as varias etapas da metodologia;

A presengca de compostos estranhos ou nao esterdlicos (por exemplo os
tocoferdis) provenientes de uma ma separagcédo da banda de esterdis extraida

da cromatoplaca nao interfere na identificagao dos fitosteréis.

Avaliacdo da identidade e qualidade de azeites de oliva disponiveis no

comércio de Campinas:

A avaliacéo prévia dos azeites de oliva por metodologias rotineiras € uma
conduta segura para se triar as amostras através da sua caracterizacgao fisico-
quimica, obedecendo os limites estabelecidos pela norma vigente no Brasil,
que regulamenta o setor de 6leos. Esta etapa utiliza tecnologias mais simples,
permitindo a detecgdo de fraudes grosseiras em azeite de oliva com adi¢ao de

Oleos de sementes, ou do préprio azeite de oliva refinado ou de qualidade
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inferior. Nesta etapa do trabalho, observou-se irregularidades evidentes nas
seguintes marcas de azeite de oliva : B1,C, F1, G, I, N1, N2, O, P1, P2 e R1;

A avaliagdo da composigdao em fitosterdis permitiu detectar adulteragdo nos
azeites D1, N2, P1 e P2. Esta metodologia mostrou-se sensivel o suficiente
para detectar fraude em azeites que se mostravam regulares perante técnicas
analiticas rotineiras;

A associagao de técnicas analiticas sequenciais e de complexidade crescente
continua sendo a melhor maneira de se concluir uma investigacdo de
adulteracao em azeite de oliva;

Através das determinacbes de identidade (perfii de acidos graxos e
composicdo em esterois) e de qualidade (acidez, absortividade no ultravioleta)
realizadas neste trabalho em 29 marcas de azeites, 12 foram enquadradas

como irregulares (41,4%), nivel preocupante para o consumidor e importador.
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ANEXO 1

RESOLUCAO N° 482, DE 23 DE SETEMBRO DE 1999.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria , no uso da atribui¢ao que lhe confere o item III do art.72 do Regimento Interno
Aprovado pela Resolugao n° 1, de 26 de abril de 1999, em reunido realizada em 22 de setembro de 1999, e considerando a necessidade de constante
aperfeigoamento das a¢des de controle sanitario na area de alimentos, visando a protec¢do a saude da populagdo e da necessidade de fixar a identidade ¢ as
caracteristicas minimas de qualidade a que devam obedecer os OLEOS E GORDURAS VEGETALIS, resolve:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico referente a OLEOS E GORDURAS VEGETAIS, constante do anexo desta Resolugio.
Art. 2° As empresas tém o prazo de 180 (cento e oitenta) dias, a contar da data da publicacao deste Regulamento, para se adequarem ao mesmo.

Art. 3° O descumprimento desta Resolugdo constitui infracdo sanitaria sujeitando os infratores as penalidades da Lei n.° 6.437, de 20 de agosto de 1977 ¢
demais disposi¢des aplicaveis.

Art. 4° Esta Resolugdo entrard em vigor na data de sua publicagdo, revogando as disposi¢des em contrario, em especial, os itens referentes a Oleos e
Gorduras Vegetais da Resolu¢do CNNPA n° 22/77, Resolugdao Normativa CTA no 25/79 e Portaria SNVS no 062/91.

GONZALO VECINA NETO
ANEXO
REGULAMENTO TECNICO PARA FIXACAO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE OLEOS E GORDURAS VEGETAIS
1. ALCANCE
1.1. Objetivo:
Fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade a que devam obedecer os 6leos e gorduras vegetais.
1.2. Ambito de Aplicagio

Aplica-se aos 0leos e gorduras vegetais, descritos nos anexos 1 a 17, sendo o anexo 13 referente ao azeite de oliva.
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ANEXO 13
AZEITE DE OLIVA
1. DESCRICAO

1.1. Definigdo: Azeite de oliva é o 6leo comestivel obtido diretamente do fruto da Olea europaea L. (oliveira) através de processos tecnologicos
adequados.

1.2. Classificagao:

1.2.1. Quanto ao processo:

1.2.1.1. Azeite virgem de oliva: azeite obtido do fruto da oliveira unicamente por processos mecanicos ou outros meios fisicos, particularmente condi¢des
térmicas, que ndo levem a deterioracdo do azeite, e que ndo seja submetido a outro tratamento que nio a lavagem, decantagdo, centrifugagdo e filtragem.

Excluem-se os 6leos obtidos por meio de solvente ou re-esterificacdo e misturas com 6leos de outra natureza.

1.2.1.2. Azeite de oliva refinado: azeite de oliva obtido pelo refino do Azeite virgem de oliva, com acidez final, expressa em acido oléico, ndo superior a
0,5% (g/100g).

1.2.1.3. Azeite de oliva: azeite de oliva constituido pela mistura de Azeite de oliva refinado com Azeite virgem de oliva extra, fino ou comum. N&o podera
ser misturado com o Azeite virgem de oliva lampante. O produto devera ter acidez, expressa em acido oléico, ndo superior a 1,5% (g/100g).

1.2.1.4. Oleo de bagaco e/ou carogo de oliva refinado: 6leo refinado obtido do bagago e/ou caroco de oliva com acidez, expressa em éacido oléico, nio
superior a 0,5% (g/100g).

1.2.2. Quanto a acidez do Azeite virgem de oliva:

1.2.2.1. Azeite virgem de oliva extra: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em 4cido oléico, ndo superior a 1,0% (g/100g).

1.2.2.2. Azeite virgem de oliva fino: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em acido oléico, ndo superior a 2,0% (g/100g).

1.2.2.3. Azeite virgem de oliva comum ou semi-fino ou corrente: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em acido oléico, ndo superior a 3,3%
(g/100g). O azeite virgem comum ndo pode ser pré embalado quando destinado diretamente para a venda ao consumidor final. O produto pode ser

misturado com Azeite Refinado de Oliva para constituir o tipo comercial designado somente como Azeite de Oliva (item 1.2.1.3.).

1.2.2.4. Azeite virgem de oliva lampante: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em acido oléico, superior a 3,3% (g/100g). O azeite virgem de oliva
lampante ndo pode ser pré embalado quando destinado diretamente ao consumidor final. E, obrigatoriamente, destinado ao refino, ndo podendo ser usado
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para constituir mistura com azeite refinado. O produto pode ser destinado para usos que ndo sejam diretamente os do género alimenticio, nem diretamente
de ingrediente de género alimenticio.

1.3. Designagao

O produto deve ser designado de acordo com a sua classificagdo, item 1.2. O termo Oliva pode ser substituido opcionalmente pelo termo Oliveira.
2. COMPOSICAO E REQUISITOS

2.1. Composicao

. Ingrediente Obrigatorio: azeite de oliva ou 6leo de bagaco e/ou carogo de oliva.

2.2. Requisitos

2.2.1. Caracteristicas Sensoriais:

2.2.1.1. Aspecto: liquido limpido a 25°C.

2.2.1.2. Cor: caracteristica.

2.2.1.3. Odor: caracteristico.

2.2.1.4. Sabor: caracteristico.
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2.2.2. Caracteristicas Fisicas, Quimicas e Fisico-Quimicas:

Densi

Dens1(.1ade dade | indice de | indice de | Indice de Matéria Acidez em Indice de Solventes
relativa . ~ . . . I . L. . halogenados  |Ceras, mg
Produto (20°C/20°C relativa | refragdo | saponi iodo insaponifica acido oléico | perdxido meq mo/k K
) (25°C25°] (np?) | ficagio | (Wijs) | vel (e/100g) | (g/100g) 0,/kg (gl )g 8
9)
Azeite 0,910 0,907 1.4677 -
virgem - - 1’ 4705 184 - 196 75-94 1,5 M 1,0 M 20 M 0,20 M 250
extra 0,916 0,913 ’
. 0,910 0,907
Azeite i | ke 196 | 7594 1,5 M 2,0 M 20 M 0,20 M 250
Vig 0.916 0913 | ©
Azeite 0,910 0,907 1.4677 -
virgem - - 1’ 4705 184 -196| 75-94 1,5 M3.3 M 20 M 0,20 M 250
comum 0,916 0,913 ’
. 0,910
Azeite - 14677~ 1184 - 196 75-94 1,5 MO,5 M5 M 0,20 M 350
refinado 1,4705
0,916
0,910 14677
Azeite - ’ “1184-196| 75-94 1,5 M1,5 M 15 M 0,20 M 350
1,4705
0,916
Azeite 0,910 14677 -
virgem - ! 184 -196] 75-94 1,5 m 3,3 m 20 m 0,20 M 350
1,4705
lampante 0,916
Oleo de
bagaco 0,910 1.4680 -
e/ou - ’ 182-193] 75-92 3,0 M 0,5 M5 M 0,20 > 350
1,4707
€arogo 0,916
refinado

M=maximo; m=minimo
(1) Limite maximo total para compostos halogenados detectado com um detector de captura de elétrons.
Para compostos detectados individualmente, o limite ¢ de 0,10mg/kg.
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Composi¢ao em acidos graxos

Acido graxo Nomenclatura % (g/100g)
C 14:0 Miristico <0,05
C16:0 Palmitico 7,5-20,0
Cl16:1 Palmitoléico 0,3-3,5
C17:0 Margarico <0,3
C17:1 Heptadecenodico <0,3
C 18:0 Estearico 0,5-5,0
C18:1 Oléico 55,0- 83,0
C18:2 Linoléico 3,5-21,0
C18:3 Linolénico <0,9
C20:0 Araquidico <0,6
C20:1 Eicosendico <04
C22:0 Behénico <0,3
C24:0 Lignocérico <0,2
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Valores limites de alguns parametros de pureza para azeite de oliva e 6leo de bagago de oliva

Soma Soma dos . Beta Delta-7-
. . Coles . Campes Estig . . o
dos isome Brassicas sitosterol estig .. | Eritrodiol
. terol terol masterol N Esterois
Produto | 1S0meros|  ros trans (% no terol (% no (% no (% no | masterol totais e uvaol
trans | Linoléicos + (% no total total de (% no (% no total
e . total de .. ] total de | total de - (mg/kg) -
oléicos translino esterdis de esterdis) esterdis) | esterdis) esterdis) | total de de esterois)
(%) 1énicos (%) @) esterdis)
Azeite M 0,05 M 0,05 M 0,5 M 0,1 M4,0 | <Campes| m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
virgem extra terol
Azeite M 0,05 M 0,05 M 0,5 M 0,1 M4,0 | <Campes| m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
virgem terol
comum
Azeite M 0,05 M 0,05 M 0,5 M 0,1 M4,0 | <Campes| m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
comum terol
Azeite M 0,20 M 0,30 M 0,5 M 0,1 M4,0 | <Campes| m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
refinado terol
Azeite M 0,20 M 0,30 M 0,5 M 0,1 M4,0 | <Campes| m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
terol
Azeite M 0,10 M 0,10 M 0,5 M 0,1 M 4,0 - m93 M 0,5 m 1000 M 4,5
virgem
lampante
Oleo de M 0,40 M 0,35 M 0,5 MO,1 M4,0 | <Campes| m93 MO0,5 m 1800 m 12
bagaco e/ou terol

carogo refina
do

M= maximo; m= minimo
(1) A5,23- Estigmastadienol+ Clerosterol+ Sitosterol+ Sitostanol+ AS-avenasterol+ AS,24-Estigmastadienol
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Valores limites de alguns pardmetros de pureza para azeite de oliva e 6leo de bagago de oliva
L . . |Estigmastadieno| Diferenca .. , K570 com
Produto Azc 1;:: t‘(r;iraﬁgsr?;g:?;?o S NCE42 Tr111(r;;);e1na Kss, Ky alumina | Delta K
: 2] meke) ) @) : 0
Azeite M 1,3 M 0,15 M 0,2 M 0,5 M2,50|M 0,20 M 0,10 | M 0,01
virgem
extra
Azeite M 1,3 M 0,15 M 0,2 M 0,5 M2,60|M0,25] MO0,10 | M 0,01
virgem
Azeite M 1,3 M 0,15 M 0,3 M 0,5 M2,60|M 0,25] MO0,10 | M 0,01
virgem
comum
Azeite M 1,5 - M 0,3 M 0,5 M 3,400 M 1,20 - M 0,16
refinado
Azeite M 1,5 - M 0,3 M 0,5 M 3,30] M 1,00 - M 0,13
Azeite M 1,3 M 0,50 M0,3 M 0,5 M 3,70l m0,25] MO,11 -
virgem
lampante
Oleo de M 2,0 - M 0,5 M 0,6 M 5,500 M 2,50 - M 0,25
bagaco e/ou
€arogo
refinado

M= maximo; m= minimo
(1)Soma dos isdmeros que podem (ou ndo) ser separados em coluna capilar.
(2) Diferenca entre 0 NCE42 determinado por HPLC e o NCDE42 obtido por calculo tedrico.

(3) Para verificar a presenga de 6leos refinados, quando K,;y exceder o limite da categoria correspondente deve proceder a determinagdo de K 579 apos
passagem por coluna de alumina.
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3. CONTAMINANTES

3.1. Matéria volatil a 1050C, g/100g

. azeite de 0liva VIrgem..........ecvvevevveevenereieeens Maximo 0,2%

. azeite de oliva......-. ........................................ Maximo 0,15%
. azeite de oliva refinado..........cc..c.ooevveveeecineeennnn.. Maximo 0,10%
. 6leo de bagago refinado e/ou caroco de oliva..... Maximo 0,10%
3.2. Impure;as insoluveis, g/100g

. azeite de oliva Virgem....: ........ e Miximo 0,10%
. azeite de oliva......-. .................................. Maximo 0,07%
. azeite de oliva refinado...........cc..ccceverenne... Maximo 0,05%
. 0leo de bagago refinado e/ou carogo de oliva..... Maximo 0,05%
3.3. Sabao, -g de oleato de s6dio/100g

. azeite de oliva refinado.................. I Negativo

. 0leo de bagaqo refinado.........cccoeeeeieenieirennnnne. Neéativo

4. ROTULAGEM

Deve obedecer a legislacdo especifica e, ainda, declarar o teor de acidez do produto.
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ANEXO 2

Boletim Informativo
Ano 2 - Numero 03
Margo /03
OLIVA
Associagao Brasileira de Produtores, Importadores e Comerciantes de Azeite

de Oiliveira.

PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE - PCQ

Por ocasido da edicdo do Boletim Informativo anterior, encontravam-se em fase de analise nos
laboratérios nacionais algumas amostras de azeites cujos resultados sao:

Marca Embalagem ml. Fabricante/lImportador Lote Resultado
Carbonell Lata 500 Interfood 4374121806A regular
Figaro Lata 500 Mitsui Alimentos 4333021902B regular
Gallo Lata 500 Unilever 98 B/2 regular
La Pastina Lata 500 La Pastina JHB regular
Triunfo Lata 500 Casa Flora Ltda. 03/jan regular

AMOSTRAS ENVIADAS AO COI — CONSELHO OLEICOLA INTERNACIONAL

Faz parte do Programa de Controle de Qualidade — PCQ o envio ao COIl — Conselho Oleicola
Internacional, com sede em Madrid — Espanha, de um exemplar das amostras de azeites
coletadas e analisadas nos laboratérios brasileiros para serem analisadas, também, por laboratério
no exterior credenciado pelo COI.

Ja foram enviadas ao COI, até o momento, 52 amostras de azeites analisadas no Brasil. Dessas
52 amostras ja foi recebido o resultado de 17 amostras. Como é possivel verificar abaixo, os
resultados do COI confirmaram como REGULARES as marcas: Andorinha, Mercadorama e
Salada. O COl, através de analises mais completas (*), revisou os resultados obtidos nos
laboratérios brasileiros para as marcas: Carrefour, Setibal e Vale Fértil, considerando-as
IRREGULARES. Ja as demais marcas: Astorga, Buono, Dolagar, Faisdo, Figueira da Foz,
Macarefia, Mediterrdneo, Minha Quinta, Molinos, Quinta da Boa Vista e Requinte tiveram os
resultados dos laboratérios locais confirmados, todas IRREGULARES.
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Comparativo dos Resultados:

Fabricante/

Resultado Resultado/

Marca Embalagem ml. Importador Lote / Brasil
col
Andorinha Lata 500 Simao & Cia. 92/01 regular regular
Astorga Lata 500 SS Borges 155M/98 irregular irregular
Buono Vidro 500 Mediterraneo 99-382/A irregular irregular
Carrefour Lata 500 Carrefour 630 irregular regular
Dolagar Lata 500 Paladar 120/2001 irregular irregular
Faiséo Lata 500 Olima Alimentos 152 irregular irregular
Figueira da Foz Lata 500 Paladar 100/2001 irregular irregular
Macarefa Lata 500 SS Borges 155M/98 irregular irregular
Mediterréneo Vidro 500 Mediterréneo 06-M irregular irregular
Mercadorama Lata 500 Sonae 02/fev regular regular
Minha Quinta Lata 500 SS Borges 155M/98 irregular irregular
Molinos Lata 500 SS Borges 155M/98 irregular irregular
Quinta da Boa Vista Lata 500 Olima Alimentos 1 irregular irregular
Requinte Lata 500 Olima Alimentos 152 irregular irregular
Salada Lata 500 Bunge Alimentos 01/jul regular regular
Setubal Lata 500 Ad.Exp.L.F. 13 irregular regular
Vale Fértil Lata 500 CastroVale Fértil 17/06/2002 irregular regular

(*) Observagéao: considerar que os laboratérios nacionais nao realizam, ainda, analises com o mesmo nivel de
profundidade dos laboratérios no exterior credenciados pelo COI. O Comité Técnico da Associagido esta
trabalhando junto aos laboratérios locais, principalmente a EMBRAPA, para que as analises aqui no Brasil
possam ser realizadas dentro da mesma metodologia e no mesmo nivel de profundidade e abrangéncia dos
laboratérios da Europa.

NOVAS COLETAS

Estao em analise nos laboratérios nacionais amostras de novos lotes de azeites de marcas ja
analisadas anteriormente, que sao:

Marca Embalagem ml. Fabricante/lImportador Lote
Astorga Lata 500 SS Borges 658B/03
Mediterraneo Vidro 500 Mediterraneo 15M
Minha quinta Lata 500 SS Borges 750B703
Otoyan Lata 500 Mad. Products E576
Quinta dos Olivais Lata 500 Aceites Del Sur 09B
Requinte Lata 500 Olima 158
ASSEMBLEIA GERAL

Sera realizada no préximo més de junho a Assembléia Geral que elegera a Diretoria e o Conselho
Fiscal que comandarao os destinos da Associagdo no biénio de 2.003/2.005. Todos os associados
serao convocados, oportunamente, na forma regimental.

NOVOS ASSOCIADOS

Fica renovado o convite a todos os associados para que envidem todos os esforgos no sentido de
trazer para a Associagao novas empresas, nacionais ou estrangeiras, ligadas a comercializagao do
azeite de oliva.
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CONTATOS COM A ASSOCIACAO
Contatos poderéao ser feitos através de qualquer membro da Diretoria ou diretamente no escritério
administrativo da Associagao:
Av. Senador Queiroz, 605, 9.0 andar, conj. 904
CEP 01026-001 - Sao Paulo - Capital
Fone (011) 3313.6490
e-mail: azeite@oliva.org.br
com Sra. Cinthia.

Missao da OLIVA:

LUTAR PELA DEFESA DO BOM AZEITE NO BRASIL.
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