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RESUMO

O azeite de oliva € um produto com alto valor nutricional e tem conquistado
seu espaco no mercado consumidor devido as suas marcantes caracteristicas
organolépticas. O cultivo e a colheita de olivas e a extracdo do azeite sao
atividades trabalhosas e, por isso, 0 azeite de oliva tem alto custo comercial. Por
consequéncia, as tentativas de adulteracdo deste produto com outros tipos de
azeites mais baratos, como o azeite de oliva refinado, por exemplo, € comum.
Este trabalho visa despertar um maior interesse dos 6rgaos de vigilancia e de
controle de qualidade de azeites de oliva, mostrando a importancia da aplicacao
de metodologias especificas para evidenciar adulteracdes deste produto. Este
estudo propds a quantificacdo de estigmastadienos como a principal técnica capaz
de identificar fraudes em azeites de oliva extra virgem e virgem. Este método
analitico consiste na saponificacdo da amostra de azeite na presenca de padrao
interno  (colesta-3,5-dieno), extracdo e fracionamento dos componentes
insaponificaveis por cromatografia em coluna aberta, seguida pela identificacéo e
quantificacdo do estigmasta-3,5-dieno e seu isbmero por cromatografia em fase
gasosa com detector de ionizagdo de chama. A separagdo cromatografica do
estigmastadieno foi realizada em coluna capilar de silica fundida HP-5 (5% difenil
95% dimetil polisiloxano, 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com rampa de 2°C/ min,
iniciando a corrida a 235°C e finalizando com 285°C. Foram adquiridas 30 marcas
de azeites de oliva (azeites de oliva extra virgem e azeites de oliva virgem)
disponiveis no comércio de Campinas, importadas dos paises: Portugal, Espanha,
Italia, Grécia, Argentina e Libano, sendo 27 delas envasadas no pais de origem.
As amostras foram submetidas previamente as analises de qualidade, que
englobaram as determinacdes de acidos graxos livres (% AGL), indice de perdxido
e medida do coeficiente de extingdo especifica (Kas2, Ko7o € AK). Posteriormente,
foram realizadas as analises de pureza, envolvendo a composi¢cdo em acidos
graxos, teor de mono e poliinsaturados, teor de isémeros trans, indice de iodo e de
saponificacdo calculados, determinacdo da composicéao triacilglicerdlica (ECN42),

XV



quantificacdo de estigmastadienos e de esterdis. De acordo com os resultados,
pode-se observar que 2 amostras apresentaram grau de acidez acima do limite
estabelecido, e outras 2 amostras encontraram-se acima do valor permitido para o
indice de perdxido. A absorcao especifica no ultravioleta a 232 nm, 270 nm e 0 AK
evidenciaram a adulteracdo de 4 amostras de azeite de oliva. Pela composicdo em
acidos graxos, teor de mono e poliinsaturados e pelo indice de iodo calculado, sé
foi possivel detectar a fraude de uma amostra, devido ao baixo valor de &cido
oléico e alto valor de &cido linoléico. Quatro amostras apresentaram elevado
conteudo de isémeros trans. Através da composigéo triacilglicerolica por ECN42
foi detectada a adulteragdo de 6 amostras de azeite. A quantificacdo de
estigmastadieno, entretanto, confirmou a fraude em 8 amostras. Apos a
identificacdo das 8 amostras de azeite adulteradas, estas foram submetidas a
avaliacao da composicao em esterois, que indicou a fraude em 4 amostras com
outro 6leo vegetal, 3 amostras com azeite de oliva refinado e uma amostra com
0leo de bagaco de oliva. As determinacées de composicao triacilglicerdlica por
ECN42, a quantificacdo de estigmastadienos e a composicdo esterdlica
mostraram-se altamente eficazes na deteccao de adulteracdo de azeites de oliva

extra virgem com outros 6leos vegetais ou com azeite de oliva refinado.

Palavras-chave: azeite de oliva, estigmastadieno, adulteracdo, cromatografia em

fase gasosa.
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SUMMARY

The olive oil is a product with high nutricional value and has been
conquesting their space in the consumer market due to their organoleptic
characteristics (aroma and taste). The cultivation of olive trees, the harvesting of
the olive fruits, and the extraction of olive oil are hard and time-consuming tasks,
contribuing to it high commercial price. Therefore, attempts to adulterate this
commodity with less expensive materials, such as refined olive oil, are by no
means rare. Needless to say, this practice deteriorates its quality and nutricional
value and causes major economic losses. This work proposes to stimulate the
bigger advantage of the olive oil inspection and quality control sector, showing the
importance of aplication of a more specific methodology in the search for
adulteration in this product. This study proposes the stigmastadiene quantification,
such as the main technic able to identify frauds in extra virgin and virgin olive oil.
This analytical method consists of saponification of the sample with internal
standard (cholesta-3,5-diene), extraction of unsaponifiable matter and fractioning
of the unsaponifiable components by column chromatography on silica gel and
identification and quantification of the stigmasta-3,5-diene and their isomer through
gas chromatography with flame ionization detector. The stigmastadiene
chromatographic separation was accomplished in melted silica capillary column
HP-5 (5% diphenyl 95% dimethyl polisiloxane, 60 m x 0,25 mm x 0,25 ym), with
slope of 2°C/ min, starting at 235°C and finishing at 285°C. Thirty brands of olive oil
were purchased (extra virgin olive oil and virgin olive oil) available in Campinas
market, imported from Portugal, Spain, ltaly, Greece, Argentina and Lebanon, from
which 27 brands were bottled in the origin country. The samples had previously
undergone a quality analysis, that involves the free fatty acid determination
(%FFA), peroxide index and specific extinction coefficient determination (Kazz, Koz
and AK). Later, purity analysis were accomplished, with the fatty acid composition
determination and consequent evaluation of mono and polyunsaturated, of trans
isomers content, calculated iodine and saponification values, triacylglycerol
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composition determination (ECN42), stigmastadienes determination and evaluation
of sterols composition. It was observed that 2 brands showed an acidity content
above the limite values, and another 2 brands showed a peroxide index above the
limite established. The absorptivity at 232 nm, 270 nm and AK confirmed the
adulteration on 4 brands of olive oil. Through the fatty acid composition and
consequent evaluation of saponification and iodine values, only one brand
adulteration was detected, due to the low oleic and high linoleic acid. Four brands
showed trans isomers contents above the limit values. Through the triacylglycerol
composition determination (ECN42), adulteration was detected in 6 brands of olive
oil. However, stigmastadiene quantification indicated adulteration in 8 brands. This
brands were submitted to the evalution of sterols composition, that indicated frauds
in 4 brands with another vegetable oil, 3 brands with refined olive oil and one brand
with olive pomace oil. The triacylglycerol composition determination (ECN42), the
stigmastadiene quantification and the sterols composition were very efficient in the
detection of extra virgin olive oil adulteration with another vegetable oils and with

refined olive oil.

Key words: olive oil, stigmastadiene, adulteration, gas chromatography.
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1. INTRODUCAO

Oleos e gorduras constituem uma das trés maiores classes de produtos
alimenticios, sendo importantes para a alimentacdo humana juntamente com as
proteinas e os carboidratos. Entretanto, desde a virada do século, os 6leos vegetais
tém substituido a banha e o sebo na maioria das dietas alimentares. A mudanca,
aprovada pelos consumidores, é devido, principalmente, a combinag¢do de um sabor
agradavel com beneficios nutricionais (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

Dentre os 06leos vegetais comestiveis comercializados mundialmente, o
azeite de oliva (Olea europaea) é um dos mais importantes e antigos do mundo,
sendo largamente usado nos paises que margeiam o Mediterraneo. E raro existir,
dentre os 6leos vegetais nao refinados, um “flavour” mais apreciado do que o do
azeite de oliva virgem (GOODACRE; KEL; BIANCHI, 1993).

O azeite de oliva é o produto obtido de azeitonas em condi¢cdes de
maturacdo, procedentes de oliveiras sadias, cujo processamento tenha sido
realizado com frutos frescos evitando qualquer tratamento que altere a natureza
quimica de seus componentes, tanto durante a extragdo como no
armazenamento (OLIVEIRA, 2006).

Devido as suas caracteristicas sensoriais excepcionais e a uma producao
limitada, o azeite de oliva apresenta elevado valor de mercado, sendo alvo
freqlente de adulteragdes. A mais comum é a adicao de outros 6leos vegetais
de menor valor comercial, principalmente quando o azeite é enlatado no Brasil.
Entretanto, outras fraudes relativas a qualidade do azeite sdo praticadas devido
as diferentes categorias de azeites existentes, o que pode confundir os
consumidores (AUED-PIMENTEL et al, 2002).

Tendo-se em vista a expansdao do mercado de 6leos vegetais, a

autenticidade de um déleo tornou-se um importante assunto, de grande



interesse comercial e, ainda, do ponto de vista da saude. A diferenca entre o
preco de um azeite de oliva e outro éleo comestivel, por exemplo, pode ser
um meio das industrias auferirem lucros através da adicdo de 6leos mais
baratos a azeites de oliva virgem. Este procedimento, entretanto, € também
prejudicial para os consumidores de azeite de oliva, pois adquirem um produto
benéfico a saude e, na verdade, sdo surpreendidos por produto ndo originario
da azeitona (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

No Brasil, o principal tipo de fraude em azeite é a adicdo de Oleos
vegetais de baixo valor comercial, principalmente o 6leo de soja, devido a
sua producao em larga escala com precos inferiores aos demais 6leos
vegetais (AUED-PIMENTEL, 1991).

Com o intuito de detectar e quantificar tais adulteragcdes, muitos métodos
tém sido desenvolvidos e aplicados as andlises que determinam qualidade e
pureza aos azeites de oliva comercializados mundialmente (BECKER, 2004).

O monitoramento da autenticidade de 6leos vegetais é realizado por meio
do uso de técnicas instrumentais através de parametros qualitativos e
quantitativos. Os avangos em novos conhecimentos e tecnologia tém conduzido
com sucesso uma grande luta contra a adulteracdo de 6leos ao longo de muitos
anos. No entanto, é igualmente verdade que esta mesma tecnologia e
conhecimento tém sido usados para fraudar 6leos, com o intuito de invalidar a
utilidade de alguns métodos (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

A legislagéo brasileira carece de laboratorios que contemplem analises
especificas para azeites de oliva ja incluidas na Resolucdo RDC n® 270 de
22 de setembro de 2005, que devem atender aos requisitos estabelecidos
pelo Codex Alimentarius. Neste sentido, o Laboratério de Oleos e Gorduras,
através desta pesquisa, fornecera sua contribuicdo a sociedade brasileira



estudando profundamente a quantificacdo de estigmastadienos em azeites
de oliva disponiveis no mercado brasileiro, para detectar a qualidade do
produto comercializado internamente e dar apoio laboratorial a Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Assim sendo, este trabalho tem como objetivo aplicar as metodologias
estabelecidas pelo Codex Alimentarius, a fim de avaliar a ocorréncia de
adulteracdo de azeite de oliva virgem e extra virgem com azeite de oliva de
qualidade inferior, através de métodos analiticos de qualidade e de pureza para
detectar tais fraudes.

Dentre os critérios de qualidade, destaca-se a determinacdo do coeficiente
de extincao especifica. Porém, igualmente ou mais importante sao os critérios de
pureza. Deve-se ressaltar que a quantificacao de estigmastadienos é uma analise
pouco executada, por ser bastante trabalhosa. Até o presente momento, nao se
conhece, no Brasil, nenhum Laboratério que realize esta analise como rotina.
Outra andlise pouco usual é a determinacdo do grupo equivalente ao peso
molecular 42 (ECN 42), sendo atualmente realizada como rotina apenas no
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo.

Com o intuito de apresentar um trabalho mais completo, as amostras que
apresentaram valor de estigmastadieno acima do limite maximo estabelecido por
Legislacao, foram submetidas a analise de esterois. Esta metodologia foi estudada
por BECKER (2004) e, atualmente, é executada como analise de rotina no
Laboratério de Oleos e Gorduras — FEA — UNICAMP.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Origem e Difusao da Oliveira

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 entdo a introduziram na Grécia, Libia e Cartago. Nos séculos XIII
e VIl a.C., o cultivo da oliveira foi ampliado e aprimorado, e os métodos de
producéo e distribuicdo foram organizados. Os fenicios e cartaginenses sdo tidos
como implantadores da oliveira na Espanha, tendo esta cultura se expandido para
Portugal, Antilhas e América do Sul (GRACIAN, 1968).

No Brasil, a oliveira foi introduzida ha varios séculos. Foi encontrada em
diversos estados brasileiros, tais como: Rio Grande do Sul, Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Entretanto, os
olivais da época colonial foram destruidos por ordem do rei de Portugal, que temia
a concorréncia da produgdo brasileira (AUED-PIMENTEL, 1991).

2.1.1. Caracteristicas Gerais e Climatoldgicas da Oliveira

A oliveira é uma oleacea perene, extremamente rustica, de longevidade
excepcional. A espécie doméstica pode alcangar mais de 20 metros de altura,
possui folhas estreitas e pequenas e flores brancas. O fruto, a azeitona, é uma
drupa tipica, arredondada, de 15 a 30 milimetros de didmetro, muito carnosa
em certas variedades. No verdo apresenta coloracdo verde e no outono
vermelho clara ou quase preta. A azeitona é constituida de pericarpo e do
caroco. O pericarpo € composto pelo epicarpo ou casca, pelo mesocarpo ou
polpa e pelo endocarpo, que contém o caroco. 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
nao excede 3% do peso do fruto. Cerca de 96 a 98% do total de 6leo da



azeitona encontra-se no pericarpo e o restante, isto €, 2 a 4% encontra-se no
caroco (KIRITSAKIS & MARKAKIS, 1987).

Quando a azeitona atinge a completa maturacdo esta saturada de
azeite. A maturacao exerce grande influéncia na qualidade do 6leo obtido,
sendo tal influéncia maior que a exercida por outros fatores, como origem e
variedade (FIORINO & PETRUCCIOLI, 1977).

E uma planta de clima temperado quente, que necessita de baixas
temperaturas no periodo que antecede a floracdo para que se obtenha
resultados satisfatérios na producao. Segundo especialistas, temperaturas de
inverno com médias entre 8 e 10°C, altitudes que variam entre 200 e 1.300
metros e regime de chuvas superior a 800 mm s&o suficientes para producdes
econdbmicas. O pH do solo, que deve ser superior a 5,5 também interfere na
qualidade das azeitonas, principalmente quando o objetivo € a producdo de
azeite. Somente apo6s quatro anos de plantio € que as mudas tornam-se
produtivas. Podem ser plantadas em qualquer época do ano, preferencialmente
no periodo chuvoso (LOPES & ARAUJO, 2005).

A oliveira € uma planta rustica e bem resistente a pragas e doencas. As
principais doengas e pragas que afetam as oliveiras sdo a tuberculose da oliveira
(Pseudomonas savastonoi Smith), antracnose da oliveira (Gloeasporium olivarum),
fumagina (Cappodium elaeophilum), cochonilhas (Saissetia oleae), mosca da
oliveira (Dacus oleae), além de diversas espécies de formigas, que também

podem trazer prejuizo a plantagédo (BOTELHO, 2006).

As condigdes climaticas dos paises do Mediterraneo foram bastante
favoraveis ao cultivo da oliveira, que se espalhou rapidamente através de todos os
paises da bacia do Mediterraneo, onde hoje € uma caracteristica da regidao. O

cultivo da oliveira foi estendido a regides do continente americano, onde as



condigdes 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 (AUED-PIMENTEL, 1991).

2.1.2. Variedades de Olivas

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
caracterizar uma variedade, depois de cultivada ha séculos nas condicboes
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 regiao (AUED-PIMENTEL, 1991).

Distingue-se na espécie Olea europea diversas variedades cujas
diferencas podem ser causadas pelo solo e regido de cultivo, pelo clima, entre
outros fatores, aumentando o teor de 6leo, o volume do fruto, o tamanho do
carogo e a quantidade e consisténcia da polpa. Dependendo da finalidade a que
se destina a producao das olivas, é indispensavel conhecer as caracteristicas da
variedade, isto é, tamanho e cor do fruto, no caso da conserva. Quando o
objetivo é a extracdo do azeite, & importante o conhecimento da coloragdo do
azeite, da aceitabilidade no mercado, das dificuldades de extracdo e do
rendimento (PEIXOTO, 1973).

Dentre as variedades mais cultivadas no mundo, a Picual é a mais
importante, sendo comum na regido da Andaluzia e representando cerca de 50%
da producdo da Espanha. Destaca-se por produzir um azeite de oliva mais
estavel, devido ao seu baixo contetudo de &cido linolénico e elevada proporgcao de

polifénois. A variedade Cornicabra é a segunda mais cultivada na Espanha, é



encontrada nas regides de Toledo e Ciudad Real e destaca-se pelo elevado
rendimento do éleo. Em terceiro lugar, encontra-se a variedade Hojiblanca, que se
estende pela regido de Sevilla, ao sul de Cérdoba e todo o norte de Malaga. E
usada para azeitona de mesa, por sua textura firme e também para a producao de
azeite (ASOLIVA, 2007).

Outras variedades também sado citadas por suas caracteristicas
particulares. A variedade Picudo é predominante na regidao de Cérdoba e produz
um azeite de oliva extra virgem de excelente qualidade. A Lechin de Sevilla é
muito difundida na Andaluzia ocidental e caracteriza-se por ser um pouco mais
instavel, oxidando-se com mais facilidade. A Empeltre, por sua vez, destaca-se
por ser a variedade mais antiga da Espanha, tipica da regidao de Aragon. A
variedade Arbequina € a mais conhecida na regiao da Cataluha e possui
qualidade sensorial excelente. Farga se destaca por possuir grande longevidade e
facil adaptagdo. A variedade Blanqueta produz um azeite muito aromatico e,
dentre as variedades mais conhecidas na Espanha, é a que possui menor teor de
acido oléico (ASOLIVA, 2007).

2.1.3. Cultivo da Oliveira no Brasil

A oliveira é uma das plantas mais antigas cultivadas pelo homem,
juntamente com o trigo e a videira. Originaria da bacia do Mediterrdneo chegou
ao Brasil através de imigrantes europeus por volta de 1820. Entretanto, s6 a
partir de 1955 é que a oliveira foi implantada, no sul de Minas Gerais, por
produtores locais (EPAMIG, 2006).

Embora a oliveira venha sendo cultivada no Brasil ha muitos anos, o pais
ainda ndo é capaz de produzir comercialmente o azeite de oliva. Por esta razéo, a
demanda interna é atendida por azeites importados de paises da Europa e da
Argentina (AUED-PIMENTEL, 2002).



De acordo com a Secretaria de Comércio Exterior (Secex) do Ministério
do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, o Brasil gastou, em 2004, 61
milhdes de dblares com a importacao de azeite de oliva e quase 27 milhdes de
dolares com a de azeitonas. Nao ha producdo nacional significativa. As
exportagdes dos dois itens, que somam 100 mil délares no mesmo periodo, sdo
apenas repasses de empresas que importam de paises préximos e revendem no
exterior (LOPES & ARAUJO, 2005).

Tornando-se dependente da importagdo para abastecimento interno, o
Brasil, impulsionado pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais,
decidiu reverter este quadro. Sem uma producédo propria de azeitonas e azeite de
oliva, o pais apostou no desenvolvimento de trabalhos de pesquisa e cultivo das
oliveiras. A Fazenda Experimental de Maria da Fé, localizada em Delfim Moreira,
na Serra da Mantiqueira, sul de Minas Gerais, iniciou o projeto em 1984 e, ao
longo de dez anos, foram plantadas 80 mil mudas de oliveiras. O sul de Minas foi
escolhido para o plantio das oliveiras por ser uma regiao de clima frio, semelhante
ao clima do sul do Brasil e Europa. A oliveira é uma planta tipica de clima frio e
necessita de temperaturas baixas, entre 8 e 10°C, para resultados satisfatérios na
producéo (EPAMIG, 2005).

Em 2005, as pesquisas sobre as oliveiras ja apresentaram resultados
bastante satisfatorios, com desenvolvimento promissor da cultura no Brasil. Este
trabalho tem como objetivo, principalmente, selecionar variedades mais
adaptadas as condi¢coes brasileiras e producdo de mudas de qualidade. O
planejamento da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais prevé o
plantio de 100 mil plantas, em um prazo de 2 anos. A expectativa é a producao
de 250 a 270 toneladas de azeite por ano, para o abastecimento do mercado
interno (EPAMIG, 2006).



Diversas amostras de azeites de oliva, elaborados experimentalmente a
partir de azeitonas colhidas em diferentes variedades da colecdo mantida na
Fazenda Experimental de Maria da Fé, foram submetidas a analises de
laboratério, e os resultados permitiram classificar o respectivo azeite como “azeite
de oliva virgem” ou “azeite de oliva extra virgem”, sendo que tais parametros
permitem concluir estar o respectivo produto de acordo com a Resolugédo n® 270
de 22/09/2005 da ANVISA/MS, podendo ser comparado com os melhores azeites
de oliva elaborados em regides produtoras do mundo (OLIVEIRA, 2006).

2.1.4. Processamento das Olivas

As olivas, de acordo com as caracteristicas de cada variedade, podem ter
dois destinos: podem ser utilizadas para 0 consumo em mesa ou para a extracao

do azeite de oliva.

Segundo Botelho (2006), as olivas destinadas a mesa devem ser colhidas
manualmente, evitando avarias. Uma caracteristica desta fruta & ser imprépria
para o consumo logo apos a colheita, pois, neste estado, elas sdo muito amargas.
O ideal é submeté-las a um processo de “curtimento”, usando solucdo de
hidréxido de sédio. Nesta solucdo, as azeitonas devem permanecer por um
periodo de até 10 horas e, em seguida, devem ser lavadas em agua limpa por 15
a 20 dias, até se tornarem adocicadas.

Ja para a producdo do azeite, a colheita deve ser realizada ap6s a
completa maturacdo do fruto, quando o percentual de 6leo é maior. A extracao é
realizada em trés etapas: em primeiro lugar, as azeitonas sao submetidas a uma
prensagem gradativa, extraindo 6leo, agua e mucilagens. Apés um dia de repouso
em tanques de decantacdo, o 6leo, concentrado na parte superior do tanque, é
recolhido, filtrado e armazenado (BOTELHO, 2006).
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As pesquisas indicam que condicoes adequadas, aliadas ao uso da
tecnologia, podem proporcionar uma excelente producéo de azeitonas: cada oliveira
€ capaz de produzir de 80 a 100 quilos de frutos por safra (EPAMIG, 2005).

2.2. Dados Estatisticos do Azeite de Oliva

2.2.1. Producao de Azeite de Oliva

Os paises mediterraneos europeus sao 0s maiores fornecedores
mundiais de azeite de oliva, sendo responsaveis pela maior parte da producao
mundial do produto, atingindo 75% do total produzido. A Espanha € o primeiro
produtor mundial de azeite de oliva, com 39% da producdo, seguido pela ltalia,
com 22% da produgao e a Grécia com 13% da produgdo mundial de azeite de
oliva. Os outros grandes produtores de azeite, com cerca de 20% da producao
mundial total sdo Tunisia, Siria, Turquia e Marrocos (I00C, 2007).

Embora a producdo em outras regibes do mundo seja pouco
significativa quando comparada com a da bacia do Mediterraneo, alguns
paises sem tradicdo estdo demonstrando interesse em investir no setor
(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

A Unido Européia domina a producdao mundial, com colheitas que
aumentaram regularmente na década de 90, sobretudo na Espanha, tendo
alcancado o valor recorde de 2,46 milhdes de toneladas de azeite de oliva no
biénio 2001/02 (EPAMIG, 2005).

O setor reune aproximadamente 2,5 milhées de produtores, o que
representa cerca de um tergco de todos os agricultores da Unido Européia. A
producdo de azeite de oliva constitui uma importante fonte de emprego nas
principais regides de producao, além de proporcionar emprego sazonal no inverno,
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em complemento a outras atividades agricolas, sendo também uma importante
fonte de emprego fora da exploracéo, na industria da trituracéo e transformacao.
No entanto, a producdo é conhecida pelas suas flutuagdes, determinadas pelo

ciclo bioloégico de producéao e pela susceptibilidade as variacbes meteoroldgicas

(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

A Espanha tem ainda a maior drea cultivada de oliveiras, representando

25% do total mundial. Andaluzia é a maior regido produtora do mundo, produzindo
entre 75% e 80% dos azeites da Espanha (ASOLIVA, 2007).

Mais de 90% da producdo mundial de azeitonas destinam-se a

elaboracdo de azeite de oliva. O restante é utilizado para elaboragcédo de azeitonas

para consumo em mesa (OLIVEIRA, 2006).

A seguir, as Tabelas 1 e 2 apresentam, respectivamente, a producao de

azeite de oliva no mundo e na Unido Européia.

Tabela 1. Producdo mundial de azeite de oliva (1000 toneladas).

BIENIO | UNIAO EUROPEIA | TUNISIA | SIRIA | TURQUIA | MARROCOS | OUTROS | TOTAL
2000/01 1940,5 130,0 | 165,0 175,0 35,0 120,0 | 2565,5
2001/02 2463,5 35,0 92,0 65,0 60,0 110,0 | 2825,5
2002/03 19425 72,0 165,0 140,0 45,0 131,0 | 2495,5
2003/04 2448,0 280,0 | 110,0 79,0 100,0 157,0 | 3174,0
2004/05 2357,0 130,0 | 175,0 145,0 50,0 156,0 | 3013,0
2005/06 1946,0 220,0 | 100,0 115,0 75,0 143,0 | 2599,0
2006/07"" 21440 130,0 | 154,0 140,0 80,0 172,0 | 2820,0
Média 2177,4 1424 | 1373 122,7 63,6 141,3 | 2784,6
™) Estimativa.

FONTE: IOOC, 2007.
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Tabela 2. Producgéo de azeite de oliva na Unido Européia (1000 toneladas).

BIENIO ESPANHA | ITALIA | GRECIA | PORTUGAL | FRANCA | OUTROS | TOTAL
2000/01 973,7 509,0 430,0 24,6 3,2 B 1940,5
2001/02 14114 656,7 358,3 33,7 3,6 B 2463,7
2002/03 861,1 634,0 414,0 28,9 4,7 B 1942,7
2003/04 1412,0 685,0 308,0 31,2 4,6 7,2 2448,0
2004/05 989,8 879,0 435,0 41,2 4,7 7,5 2357,2
2005/06 824,6 655,7 424,0 29,0 4,4 8,4 1946,1
2006/07"" 1095,6 630,0 370,0 35,0 4,7 8,5 2143,8

Média 1081,2 664,2 391,3 31,9 4,3 7,9 2172,9

™) Estimativa.

FONTE: I00C, 2007.

2.2.2. Consumo de Azeite de Oliva

Historicamente, o consumo de azeite tendia a ser elevado apenas nos
paises produtores tradicionais. Embora o azeite represente ainda cerca de 3% do
consumo mundial total de éleos comestiveis, desde 1995/96 a procura aumentou
a um ritmo de cerca de 6% ao ano, gracas a imagem positiva do azeite em termos
de salde e qualidade (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

De acordo com Saba et al (2005), em todo 0 mercado mundial, houve um
crescimento significativo no consumo do azeite de oliva extra virgem devido as

suas propriedades nutricionais e qualidades sensoriais.

Além de ser o maior produtor de azeite de oliva do mundo, a Unido
Européia também aparece em primeiro lugar no ranking de consumidores
mundiais. Adeptos da dieta rica em azeite de oliva virgem, conhecida como Dieta
Mediterranea, o consumo de azeite de oliva na Uniao Européia ultrapassou 2
milhées de toneladas no biénio 2004/05. As Tabelas 3, 4 e 5 mostram,
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respectivamente, o consumo mundial de azeite de oliva na década de 90, a partir
do ano 2000 e o consumo na Unido Européia.

Tabela 3. Consumo mundial de azeite de oliva na década de 90 (1000 toneladas).

BIENIO | UNIAO EUROPEIA EUA SiRIA BRASIL OUTROS TOTAL
1990/91 1214,5 88,0 62,0 13,5 288,5 1666,5
1991/92 1357,0 79,0 66,0 11,0 344,0 1857,0
1992/93 1383,5 104,0 67,0 17,0 332,5 1904,0
1993/94 1453,5 115,5 69,0 14,5 332,5 1985,0
1994/95 1451,0 115,5 78,0 23,5 326,5 1994,5
1995/96 1387,0 101,0 78,0 19,0 303,5 1888,5
1996/97 1566,5 130,5 85,0 24,5 435,0 2241,5
1997/98 1705,5 142,5 95,0 29,0 409,5 2381,5
1998/99 1709,0 151,0 88,0 23,5 4415 2413,0
1999/00 1728,0 169,5 90,0 25,0 430,0 24425
Média 1495,6 119,7 77,8 20,1 364,4 2077,4

FONTE: IOOC, 2007.

Tabela 4. Consumo mundial de azeite de oliva a partir do ano 2000 (1000 toneladas).

BIENIO | UNIAO EUROPEIA EUA SIRIA BRASIL OUTROS TOTAL
2000/01 1835,0 194,5 110,0 25,0 426,0 2590,5
2001/02 1894,5 188,5 86,0 22,5 415,0 2606,5
2002/03 1918,5 184,0 128,5 21,0 4255 2677,5
2003/04 1997,5 216,5 150,0 23,5 495,0 2882,5
2004/05 2079,0 215,5 135,0 26,5 467,5 2923,5
2005/06 1885,0 215,0 94,0 26,0 4455 2665,5
2006/07"" 2110,0 226,0 100,0 28,0 465,0 2929,0
Média 1959,9 205,7 114,8 24,6 448,5 2753,6
) Estimativa.

FONTE: I00C, 2007.
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Tabela 5. Consumo de azeite de oliva na Unido Européia (1000 toneladas).

BIENIO | ITALIA | ESPANHA | GRECIA | FRANCA | PORTUGAL | OUTROS | TOTAL
2000/01 729,0 580,8 270,0 92,0 60,5 102,8 1835,1
2001/02 735,0 631,2 270,0 95,1 61,5 101,6 1894,4
2002/03 770,0 591,3 270,0 97,0 64,9 125,4 1918,6
2003/04 785,0 613,9 270,0 94,0 67,0 167,4 1997,3
2004/05 840,0 615,7 283,0 97,1 74,5 168,6 2078,9
2005/06 837,1 470,5 258,0 99,5 70,0 150,0 1885,1
2006/07" | 871,0 620,0 288,0 99,8 70,0 161,4 2110,2
Média 795,3 589,1 272,7 96,4 66,9 139,6 1959,9
™) Estimativa.

FONTE: I00C, 2007.

Além da Unidao Européia, os principais mercados para o azeite sdo os
Estados Unidos, Japdo, Canad4, Austrdlia e Brasil (COMISSAO DAS
COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

O mercado de azeite de oliva no Brasil tem crescido nos ultimos anos. Na
década de 1990, o consumo médio de azeite de oliva era de 20 mil toneladas por
biénio. Atualmente, o consumo médio ultrapassou 24 mil toneladas do produto por

biénio, o que significa um aumento superior a 20% em relagdo a década anterior.

2.2.3. Exportacao de Azeite de Oliva

Diante das tabelas apresentadas anteriormente, pode-se perceber que o
comércio tornou-se uma caracteristica importante do mercado do azeite na
Unido Européia, que duplicou as suas exportacdes nos ultimos dez anos para
cerca de 324 mil toneladas em 2001/02, sobretudo sob a forma de azeite
engarrafado (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

Dentre os maiores paises exportadores de azeite de oliva, encontram-se
a ltalia, a Espanha e a Tunisia, exportando principalmente para Australia, Estados
Unidos, Brasil e Jap&o.
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As Tabelas 6 e 7 apresentam, respectivamente, os maiores exportadores

de azeite de oliva no mundo e os paises exportadores pela Unido Européia.

Como pode ser visualizado na Tabela 8, os maiores exportadores de

azeite de oliva para o Brasil sdo Portugal, Espanha, Argentina e ltalia.

Tabela 6. Maiores exportadores de azeite de oliva no mundo (1000 toneladas).

BIENIO | UNIAO EUROPEIA | TUNISIA | TURQUIA | SIiRIA | MARROCOS | OUTROS | TOTAL
2000/01 291,0 95,0 92,0 10,0 0,0 14,0 502,0
2001/02 324,5 22,0 28,0 5,5 0,5 14,0 394,5
2002/03 313,5 40,0 74,0 30,5 3,0 22,0 483,0
2003/04 324,5 209,0 46,0 28,0 20,5 29,5 657,5
2004/05 330,5 98,0 93,5 36,0 31,0 44,5 633,5
2005/06 341,5 120,0 73,0 20,0 20,0 43,5 618,0
2006/07"" 371,5 120,0 75,0 40,0 15,0 59,5 681,0
Média 328,1 100,6 68,8 24,3 12,9 32,4 567,1
) Estimativa.

FONTE: I00OC, 2007.

Tabela 7. Exportacédo do azeite de oliva pela Unidao Européia (1000 toneladas).

BIENIO | ITALIA | ESPANHA | PORTUGAL | GRECIA | FRANCA | OUTROS | TOTAL
2000/01 173,0 88,3 17,3 10,0 1,3 1,1 291,0
2001/02 182,9 112,5 16,2 10,0 1,0 1,7 324,3
2002/03 176,1 107,0 13,1 15,0 1,3 1,1 313,6
2003/04 181,5 114,2 15,9 10,0 1,3 1,5 324,4
2004/05 191,5 110,9 16,6 10,0 0,0 1,5 330,5
2005/06 215,0 97,0 17,0 10,0 1,1 1,5 341,6
2006/07" | 220,0 115,0 19,0 15,0 1,1 1,5 371,6
Média 191,4 106,4 16,4 11,4 1,0 1,4 328,1

) Estimativa.

FONTE: I00C, 2007.
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Tabela 8. Maiores exportadores de azeite de oliva para o Brasil (1000 toneladas).

BIENIO PORTUGAL ESPANHA ARGENTINA ITALIA OUTROS TOTAL
2000/01 25,01 12,86 6,54 _ 0,50 44,41
2001/02 23,63 11,83 5,28 _ 0,15 40,74
2002/03 21,06 11,53 4,88 _ 0,07 37,47
2003/04 20,82 13,72 3,78 _ 0,15 38,32
2004/05 23,65 16,01 3,78 2,57 0,26 46,01
2005/06 26,34 15,27 5,85 2,82 0,25 50,28
Média 23,42 13,54 5,02 2,70 0,23 42,87

FONTE: SECEX/MDIC, 2007.

2.2.4. Importacao de Azeite de Oliva

O Brasil € o sétimo importador mundial de azeite de oliva e 0 segundo de

azeitonas, investindo anualmente cerca de 600 milhdes de reais com a importacao
de 50 mil toneladas do 6leo e 35 mil toneladas do fruto da oliveira. Apesar de
possuir consideravel volume de terras cultivaveis e clima favoravel para esta

planta, ainda ndo existe no pais producao em escala comercial (EPAMIG, 2006).

As importacdes destinadas, sobretudo a Itdlia, permaneceram
relativamente estaveis desde o ano 2000, com excecao dos anos de baixa
producdo na Tunisia, o principal importador para a Unidao Européia
(COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2003).

As Tabelas 9 e 10 apresentam os maiores importadores de azeite de oliva

no mundo e os importadores na Unido Européia, respectivamente.
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Tabela 9. Maiores importadores de azeite de oliva no mundo (1000 toneladas).

BIENIO EUA | UNIAO EUROPEIA | JAPAO | AUSTRALIA | CANADA | BRASIL | OUTROS | TOTAL
2000/01 200,0 127,0 29,0 30,0 25,5 25,0 80,5 517,0
2001/02 193,0 42,5 31,5 26,5 24,0 225 97,0 437,0
2002/03 191,5 93,5 30,5 31,5 25,0 21,0 99,5 492,5
2003/04 | 226,0 231,5 32,0 31,0 26,0 23,5 93,0 663,0
2004/05 | 221,0 186,0 32,0 28,5 32,0 26,5 108,0 634,0
2005/06 | 224,0 183,5 30,0 29,0 26,0 26,0 97,0 615,5
2006/07" | 240,5 160,5 33,0 27,0 30,0 28,0 104,5 623,5
Média 213,7 146,4 31,1 29,1 26,9 24,6 97,1 568,9
™) Estimativa.

FONTE: I00C, 2007.

Tabela 10. Importacdo do azeite de oliva pela Unidao Européia (1000 toneladas).

BIENIO ITALIA ESPANHA | PORTUGAL | FRANCA | OUTROS | TOTAL
2000/01 110,8 15,8 0,0 0,2 0,3 127,1
2001/02 40,7 1,6 0,0 0,1 0,0 42,4
2002/03 74,3 18,2 0,2 0,4 0,2 93,3
2003/04 180,2 49,4 1,4 0,2 0,6 231,8
2004/05 144,0 39,2 1,8 0,4 0,8 186,2
2005/06 134,0 44,0 4,0 0,5 0,8 183,3
2006/07"" 110,0 45,0 4,0 0,5 0,8 160,3
Média 113,4 30,5 1,6 0,3 0,5 146,3
™) Estimativa.

FONTE: IOOC, 2007.

2.3. Composicao do Azeite de Oliva

A composicdo do azeite de oliva extra virgem € resultante de uma

interacdo complexa entre as variedades de olivas, condigcbes ambientais, grau de

maturidade do fruto e tecnologia de extracdo (SABA et al, 2005).
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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 agrondémicas, estacdo do ano, estado sanitario das olivas, estagio de
maturacdo, sistema de colheita e transporte, método e duracdo da estocagem e
tecnologias de processamento. A preservacao da qualidade depende das condicdes
adotadas para estocar o produto e da duracdo da estocagem. Os azeites de
qualidade elevada sao obtidos de olivas frescas, sadias e colhidas no ponto 6timo
de maturagéo. Entretanto, o meio ambiente e a variedade do cultivo sdo os fatores
gue basicamente mais afetam as caracteristicas do produto (RANALLI et al, 2000a).

No entanto, o processamento é o principal fator que afeta a qualidade do
azeite de oliva. Os azeites obtidos por condi¢cdes de prensagem apropriadas
originam produtos de excelente qualidade. Ranalli e colaboradores (2001)
observaram que o azeite de oliva extra virgem extraido por centrifugacao
apresenta qualidade inferior ao obtido por prensagem. Isto sugere que a trituracao
prévia do caroco da azeitona causa um significativo aumento da temperatura, o

gue resulta em um efeito negativo para a qualidade do azeite.

O azeite de oliva, como a maioria dos 6leos e gorduras comestiveis, é
composto por duas fracoes: a fracao saponificavel (gliceridica) e a insaponificavel

(ndo gliceridica).

2.3.1. Componentes Gliceridicos

Os compostos gliceridicos incluem os triacilglicerois, diacilglicerois,
monoacilglicerdis e fosfolipideos (RUIZ-GUTIERREZ & PEREZ-CAMINO, 2000).
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A fragdo saponificavel do azeite de oliva, como na maioria dos Oleos
vegetais, representa em torno de 98-99% da composi¢cdo do 6leo, sendo os
triacilgliceréis os principais componentes (95-98%), isto &, ésteres de Aacidos
graxos e (glicerol. As caracteristicas fisico-quimicas do 6éleo dependem
basicamente dos acidos graxos constituintes e da forma que estdo agrupados no
glicerideo (AUED-PIMENTEL, 1991).

Os principais acidos graxos presentes no azeite de oliva sao: acido oléico
(C18:1), acido linoléico (C18:2), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1)
e acido estearico (C18:0). Outros acidos graxos, como o acido linolénico (C18:3),
normalmente estdo presentes na constituicdo do azeite de oliva, mas em
quantidades inferiores a 1% (CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

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

O acido graxo presente em maior quantidade é o oléico, podendo representar
mais de 80% do total de &cidos graxos do azeite de oliva. A presenga em maior
guantidade desse acido graxo, favorece a estabilidade oxidativa do azeite de oliva,
guando comparado a de outros Oleos vegetais ricos em acidos graxos com maior
nimero de insaturacdes (PEREZ-CAMINO; MARQUEZ-RUIZ; DOBARGANES, 1987).

Outros acidos graxos presentes no azeite de oliva sdo importantes por
serem essenciais do ponto de vista nutricional, como o linoléico, que esta presente
em quantidades consideraveis, e o linolénico em pequena propor¢cao, 0s quais sao

acidos graxos essenciais poliinsaturados (AUED-PIMENTEL, 1991).

A Tabela 11 mostra as faixas de variagdo para cada acido graxo, que
obedecem ao Codex Alimentatius (FAO/OMS) - Stan 33 (2003), como
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regulamenta a ANVISA, na Resolucdo RDC n® 270 da ANVISA, de 22 de
setembro de 2005. Entretanto, para o acido graxo linolénico (C18:3), o valor
apresentado foi retirado da antiga Resolucao RDC n° 482 da ANVISA, de 23 de
setembro de 1999, uma vez que o Codex Alimentarius ainda ndo contempla o

limite maximo permitido para este acido graxo, e aguarda o parecer final da |IOOC.

Tabela 11. Composicao em acidos graxos do azeite de oliva virgem.

ACIDO GRAXO NOMENCLATURA g/ 100 g
C14:0 Miristico 0,0 -0,05
C16:0 Palmitico 7,5-20,0
C 16:1 Palmitoléico 0,3-3,5
C17:.0 Margarico 0,0-0,3
C17:1 Heptadecendico 0,0-0,3
C18:0 Esteérico 0,5-5,0
C 18:1 Oléico 55,0 - 83,0
Cc18:2 Linoléico 3,5-21,0
C18:3 Linolénico 0,0-0,9*
C 20:0 Araquidico 0,0-0,6
C 20:1 Gadoléico 0,0-0,4
C 22:.0 Behénico 0,0-0,2
C 24:0 Lignocérico 0,0-0,2

* Valor de C18:3 segundo a Resolugdo da ANVISA n® 482 (1999).
FONTE: Codex Alimentarius (2003).

De acordo com Aued-Pimentel (1991), os limites apresentados mostram
uma grande variacdo entre os valores maximos e minimos, uma vez que levam
em conta os dados das caracteristicas dos 6leos de todos os paises produtores.
Esta composicao € influenciada por muitos fatores como: regiao, clima, variedade,
época de colheita, além do azeite de oliva apresentar uma diferenca de

composigdo muito mais acentuada que outros bleos vegetais extraidos de
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sementes. As principais variagdes sao observadas no conteudo dos &acidos

linoléico e oléico.

Os triacilglicerois do azeite de oliva também sao bastante estudados.
Dentre os triacilgliceréis do azeite de oliva, sete representam mais de 90% do
total, sendo eles: OOO (trioleina), POO, OLO, LOO, PLO, SOO e POP. A
distribuicao dos acidos graxos na molécula de glicerol segue a regra “1,3-random-
2-random”, comum na maioria dos 6leos vegetais. Os acidos graxos insaturados
tendem a ser esterificados preferencialmente na posicédo 2 do glicerol, tendo sido
constatada uma maior tendéncia do acido linoléico com relacdo ao oléico na
ocupacgao dessa posicao (AUED-PIMENTEL, 1991).

2.3.2. Componentes nao Gliceridicos

Os compostos nao gliceridicos incluem os hidrocarbonetos, acidos
graxos livres, ceras, ésteres etilicos e metilicos de acidos graxos, esterois e metil
esterdis, alcoois e dialcoois triterpénicos, vitaminas e tocoferdis, pigmentos,
acidos terpénicos e outros constituintes e contaminantes, tais como fendis e
metais (RUIZ-GUTIERREZ & PEREZ-CAMINO, 2000).

A fracdo insaponificavel (ndo gliceridica) do azeite de oliva virgem
representa de 1-2% do azeite em massa. Consiste em varios componentes, tais
como: compostos organicos volateis, fendis, tocoferbis, pigmentos, esterodis,
esqualeno, entre outros, que sao responsaveis pelo sabor, estabilidade e
propriedades nutricionais do azeite de oliva (SABA et al, 2005).

Estes constituintes menores exibem uma composigcdo qualitativa e
quantitativa que depende da espécie vegetal da qual eles sdo obtidos. No
entanto, em uma mesma espécie 0 conteudo e a composicdo destes

componentes pode variar devido as condicbes agronémicas e climaticas, a
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qualidade do fruto ou do grdo, ao sistema de extracdo do 6leo e aos processos
de refino. Também durante a estocagem do 6éleo, reagdes de hidrolise,
esterificacdo e oxidacdo podem originar mudangas nos compostos minoritarios
do produto (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

A andlise da fracao insaponificavel normalmente € muito util na detecgéo
de adulteragdes do azeite de oliva com outros 6leos vegetais (BECKER, 2004).
Alguns componentes da fragcdo insaponificavel, tais como esterdis, alcoois
terpénicos e tocoferdis tém sido extensamente estudados devido a sua
importancia na caracterizacdo dos azeites e também na avaliagdo da qualidade
destes 6leos (BORTOLOMEAZZI et al, 2001).

Segundo Aued-Pimentel (1991), os hidrocarbonetos constituem cerca de
50-60% do conteldo total da matéria insaponificavel do azeite de oliva. O principal
hidrocarboneto presente no azeite de oliva virgem é o esqualeno, um composto
triterpénico, poliinsaturado com seis duplas ligacdes. O esqualeno representa
cerca de 90% do total dos hidrocarbonetos presentes na fragédo insaponificavel do
azeite de oliva, variando seu conteudo de 125 a 750 mg/ 100g de 6leo total. O
esqualeno € um intermediario fundamental na biossintese ndo sé do colesterol,
mas também de todos os horménios esterdides. Outro importante hidrocarboneto,
presente em quantidades muito pequenas no azeite € o 3-caroteno, precursor da
vitamina A, que atua como sequestrador de oxigénio, inibindo a oxidagao lipidica
desencadeada por este precursor.

Os tocoferodis tém significado especial devido a sua atividade vitaminica
(vitamina E) e por serem antioxidantes naturais. A forma predominante € o -
tocoferol, cuja faixa de variacao é de 150 a 200 mg/ kg de azeite, teor bem inferior
se comparado ao 6leo de soja (AUED-PIMENTEL, 1991).
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O esterol é outro composto nado gliceridico que tem sido muito estudado
para detectar adulteragdo com outros 6leos, ja& que o azeite de oliva apresenta

composicao em esterois bastante particular (BECKER, 2005).

A analise de composicdo em esterdis dos lipideos de graos e frutos
oleaginosos € de grande valia na caracterizacdo 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 impressao digital das varias
substancias gordurosas (AUED-PIMENTEL, 1991).

Na analise da composicao em esterdis do azeite de oliva virgem, tém-se
observado a presenca constante do 3-sitosterol, responsavel por mais de 90% do
total de esterdis, do campesterol, representando cerca de 3% dos esterois, de
estigmastadienol em torno de 3 a 4%, e em muitos casos foi observada a
presenca de pequenas quantidades de colesterol e A7-estigmasterol. O A5-
avenasterol € um componente constante na fracdo esterélica do azeite de oliva,
presente em quantidades significativas, isto é, ao redor de 8%. Entretanto,
dependendo do tipo de coluna cromatografica empregada na separacao dos
esterdis, o A5-avenasterol ndo se separa da fragdo correspondente ao sitosterol
(ITOH et al, 1981). O conteudo total de esterdis presentes no azeite de oliva varia
de 180 a 265 mg/ 100g do 6leo (KIRITSAKIS & MARKAKIS, 1987).

Tem sido relatado que o refino de éleos diminui o conteddo de esterdis
totais de 6leos brutos e aumenta a proporcao de esterdis esterificados (PHILLIPS
et al, 2002). A determinagao de esterois totais livres e esterificados em azeite de
oliva foi realizada por Pasqualone e Catalano (2000), comparando o efeito da
neutralizagdo no conteldo 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
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determinacao de esterdis e suas propor¢cdes representariam 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 adicao de 6leo refinado em azeite
extra virgem (BECKER, 2004).

Os compostos nédo gliceridicos abrangem, ainda, os pigmentos coloridos,
tais como os carotendides (ja discutidos anteriormente) e a clorofila, que € um
constituinte caracteristico do azeite de oliva virgem, e esta presente na
concentracdo de 1 a 10 mg/ kg de azeite, junto com a feoftina, produto de
degradacao presente na mesma quantidade (KIRITSAKIS & MARKAKIS, 1987).

A presenca de clorofila nos 6leos tem um significado importante no
processo de autooxidacdo, podendo ser um sensibilizador do oxigénio, na
presenca de luz, agindo como prooxidante, e na auséncia de luz atuar como
antioxidante (ENDO; USUKI; KANEDA, 1985).

O azeite de oliva contém, também, quantidades variaveis de substancias
fendlicas, que apresentam importante papel na estabilidade oxidativa dos azeites,
principalmente para a clorofila. O conteddo de componentes fendlicos no azeite de
oliva virgem pode variar de 50 a 500 mg/ kg de éleo (AUED-PIMENTEL, 1991).

O azeite de oliva é um produto que possui caracteristicas marcantes de
aroma e sabor (FRAGAKI et al, 2005). A combinacao da cromatografia gasosa e da
espectrometria de massa tem, ha longo tempo, possibilitado a identificacdo de
muitos componentes que contribuem para o aroma e sabor do azeite,
categorizando-os em hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, alcoois alifaticos e
triterpénicos, aldeidos, cetonas, ésteres, entre outros (OLIAS-JIMENEZ et al, 1978).
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2.3.3. Azeite de Oliva e Saude

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

A primeira mencgao do possivel efeito benéfico do azeite de oliva, com base
cientifica, foi obtida de estudos dirigidos por Keys. Ao avaliar aspectos de saude da
populacdo de sete regides diferentes, observou que em uma delas, Creta (Grécia),
havia um alto consumo de lipideos de procedéncia quase que exclusivamente de
azeite de oliva. Os niveis de colesterol plasmatico ndo eram elevados e a incidéncia

de enfermidades coronarias era muito baixa (OLIVEIRA, 2006).

O azeite de oliva apresenta algumas propriedades nutricionais que fazem
com que os habitantes do Mediterraneo tenham menor incidéncia de doencas
coronarianas do que os povos de outras regides, que consomem mais gorduras
saturadas (KIRITSAKIS & MARKAKIS, 1987).

O azeite de oliva virgem é um produto com micronutrientes que protegem o
organismo contra agentes externos e o desenvolvimento de doengas. Dentre os
compostos da fracdo insaponificavel (ndo gliceridica), o esqualeno tem sido
apontado como um fator casual para a menor incidéncia de cancer nas populagdes
mediterranicas. O alfa-tocoferol (vitamina E) e os carotendides contribuem para a
reserva de antioxidantes no organismo humano, enquanto os esterdis seqlestram
0s acidos biliares e abaixam os niveis do colesterol LDL plasmatico. Os triterpenos,
como o eritrodiol e o acido oléico, apresentam propriedades antiinflamatérias e os
compostos fendlicos, agédo antioxidante (ASOLIVA, 2007).
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O azeite de oliva, rico em acido oléico, -9, supre tanto as respostas
inflamatdérias mediadas por eicosandides, quanto aquelas que ndo o sao. Estes
efeitos incluem: anorexia, queda da pressao corporal, elevacdo da concentragéo de
ceruloplasmina no plasma, aumento do contetudo protéico e de zinco no figado, e nas
taxas de producdo de proteinas pelo figado, pulmdo e rim. O azeite de oliva
apresenta baixo contetudo de &cido graxo do tipo ®-6, mas séo ricos em acido oléico,

sugerindo que o efeito antiinflamatério seja devido a este acido (CURI et al, 2002).

Os efeitos benéficos do azeite de oliva sobre o0 organismo humano podem
ser resumidos como a seguir (OLIVEIRA, 2006).

(1) Aparelho digestivo: diminui a secrecdo de acido gastrico e a atividade

secretora do pancreas, sem afetar a digestibilidade dos macronutrientes. Melhora
0 esvaziamento da vesicula biliar, o que favorece a ndo formagdo de calculos

biliares e melhora a absorcgéo intestinal de diversos nutrientes;

(2) Aparelho cardiovascular: diminui o colesterol plasmatico total e o colesterol LDL,

nao modifica os niveis do colesterol HDL, estimula a producdo de eicosanoides
antiagregantes e vasodilatadores, diminui a capacidade de oxida¢do do colesterol
LDL que apresenta um grande efeito aterogénico e diminui a pressao arterial.

(3) Diabetes: melhora o perfil lipidico do diabético, diminui a glicemia e as doses
diarias de insulina utilizadas.

(4) Efeitos oxidativos: impede de maneira sistematica a oxidacao celular, resultando

na prevencao de muitas enfermidades, inclusive o envelhecimento precoce.

De acordo com Assmann e Wahrburg (2007), alguns experimentos foram
realizados para avaliar a participacdo do esqualeno na saude de consumidores de
azeite de oliva. O esqualeno é um metabdlito utilizado na sintese de colesterol.

Assim, teoricamente uma dieta rica em esqualeno pode vir a transforma-lo em
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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 céncer de mama de um terco, se

relacionado a incidéncia do mesmo em mulheres americanas.

Os fitosterdis, em especial o B-sitosterol, reduzem a concentracao
plasmatica de LDL-colesterol. Isto se deve a inibicdo da absorgcao intestinal e
também a uma possivel alteracdo do metabolismo do colesterol no figado e
intestino. A diminuigdo 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 céancer de préstata foram tratados com pB-
sitosterol, o numero de células diminuiu em 24% e houve indugdo da morte

celular (ASSMANN & WAHRBURG, 2007).

O azeite de oliva tem um efeito protetor no metabolismo, nas artérias, no
estbmago, no figado e no trato biliar, promove o crescimento durante a infancia e
estende a expectativa de vida dos idosos. Sua composicdo balanceada,
principalmente de &cido oléico monoinsaturado, seu fornecimento adequado dos
acidos linoléico e linolénico (acidos graxos poliinsaturados essenciais), € seu
conteudo de antioxidantes garantem a preferéncia dos nutricionistas pelo azeite de
oliva (VIOLA, 1995).

2.4. Legislacao do Azeite de Oliva

No Brasil, a Resolucao n° 482 de 23 de setembro de 1999 da ANVISA foi
revogada em 22 de setembro de 2005, sendo substituida pela Resolugao n® 270,
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onde se estabeleceu que os Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) dos 6leos
deverdo seguir as normas pré estabelecidas pelo Codex Alimentarius (FAO/OMS).
No entanto, o Codex esta em estudo e nao concluiu o “STEP 7” para azeite de
oliva. Portanto, para que neste trabalho haja uma consonancia com o futuro
padrdao Codex, sera seguida a Regulamentacdo Européia n° 2568/91 de 06 de
novembro de 2003, relativa as caracteristicas de azeites de oliva, de azeite de
bagaco de oliva e de métodos de analises, como sugerido pelo Conselho Oleicola
Internacional (COlI).

Os paises europeus adotaram legislacbes comuns para proteger os
produtores e consumidores de azeites de oliva dos produtos fraudados (FRAGAKI
et al, 2005). A atual Legislacao vigente na Unido Européia classifica o azeite de
oliva em categorias que refletem a qualidade do produto, tais como: varias divisdes
para azeite de oliva virgem, do qual o azeite de oliva extra virgem € considerado o
azeite de mais alta qualidade e o refinado € a classe mais baixa, obtido geralmente
de azeite de oliva virgem extraido mecanicamente de olivas com avarias ou de
olivas estocadas em condicées improprias (UNION EUROPEA, 2003).

2.4.1. Classificacao do Azeite de Oliva

Sao varios os fatores que influenciam a qualidade do azeite de oliva,
sendo os principais: variedade da azeitona, condi¢des climaticas, tipo de solo,
praticas de cultivo, estado de maturacdo do fruto, acidez, tempo de
processamento das azeitonas apds a colheita e procedimentos de Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) (LOPES & ARAUJO, 2005).

A principal classificagdo do azeite quanto a qualidade é feita com relagéao

a acidez e as caracteristicas organolépticas, estando diretamente relacionadas ao
tipo de processamento sofrido pelo azeite (PEIXOTO, 1973).
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A atual Legislacao brasileira da ANVISA, resolugdo RDC n? 270, de 22 de
setembro de 2005, classifica os azeites de oliva apenas em trés categorias, sendo:

¢ Azeite de Oliva: é o produto obtido somente dos frutos da oliveira (Olea

europaea L.), excluidos os 6leos obtidos através de solventes ou processos de

reesterificacdo e/ou qualquer mistura de outros éleos.

¢ Azeite de Oliva Virgem: é o produto obtido do fruto da oliveira (Olea europaea

L.), somente por processos mecanicos ou outros meios fisicos, em condicdes
térmicas, que nao produzam alteragéo no azeite, e que nao tenha sido submetido
a outros tratamentos além da lavagem, decantacgéo, centrifugacgéo e filtracao.

¢ Oleo de Bagaco de Oliva Refinado: é o produto obtido pelo tratamento do

bagaco de frutos da oliveira (Olea europaea L.), com solventes ou outros tipos de
tratamentos fisicos, excluidos os 6leos obtidos por reesterificagdo ou qualquer
mistura de outros éleos. O produto deve obrigatoriamente ser refinado.

Os azeites de oliva devem ser designados segundo as definicoes
descritas acima e de acordo com os requisitos especificos de acidez e indice de
peréxidos, relacionados na Tabela 12.

Tabela 12. Caracteristicas fisico-quimicas dos azeites de oliva.

CATEGORIA DO AZEITE | ACIDEZ (% Ac. Oléico) | INDICE DE PEROXIDO (mEQ O,/kG)
Oliva Extra Virgem <0,8 <20
Oliva Virgem <20 <20
Oliva (virgem + refinado) <1,0 <15
Oliva Refinado <0,3 <5
Bagaco de Oliva Refinado <0,3 <5

FONTE: ANVISA — Resolugao n® 270 (2005).
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2.4.2. Caracteristicas de Identidade do Azeite de Oliva

De acordo com 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 precos. A pureza garante a auséncia de
misturas do azeite com outros 6leos, como consequiéncia de uma contaminacao
acidental durante o processo de extracdo, envase ou transporte, ou de uma
pratica fraudulenta derivada da diferenca de precos entre os 6leos. Os residuos
que geralmente se controlam s&do os restos de tratamentos agricolas nas
plantacées (praguicidas e herbicidas), os produtos empregados na obtencao dos
6leos (solventes, contaminantes de agua) contaminantes ambientais e substancias

naturais de carater toxico presentes no vegetal de onde se extrai o éleo.

As caracteristicas de identidade de azeites de oliva, segundo a Legislacéao
brasileira, devem atender aos requisitos de composicao estabelecidos em normas
do Codex Alimentarius (FAO/OMS).

Entretanto, ha concordancia entre os valores estabelecidos para a maioria
das analises de pureza das trés organizacoes internacionais, Conselho Oleicola
Internacional (COl), Uniao Européia (EU) e Codex Alimentarius Commission.
Alguns destes parametros estao na Tabela 13, a seguir.
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Tabela 13. Limites estabelecidos para alguns critérios de qualidade e pureza de

azeites de oliva.

CATEGORIA DO AZEITE ESTIGVASTA DIZE:F:E;%%EQ TERE Kz () | Ko ®) | AK ()
DIENO (MG/KG) ()| ' gonao TEORICO

Oliva Extra Virgem <0,15 <0,2 <250 | <022 | <0,01

Oliva Virgem <0,15 <0,2 <260 | <025 | <0,01

Oliva (virgem + refinado) — <0,3 — <0,90 <0,15

Oliva Refinado — <0,3 — <1,10 <0,16

Bagaco de Oliva Refinado — <0,5 — <2,00 <0,20

(') Soma dos isémeros identificados ou ndo na coluna capilar.

(%) Extingdo especifica nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm.

(°) Extingdo especifica apds a passagem pela coluna de alumina.
FONTE: Unién Europea (2003), Codex Alimetarius (2003) e COI (2003).

A composicdo em acidos graxos segue os limites de variacao
estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Estes valores ja foram apresentados
anteriormente, na Tabela 11, contida no item Composicao do Azeite de Oliva.

2.5. Adulteracao do Azeite de Oliva

Recentemente, a regulamentacdo internacional estabeleceu critérios
analiticos para detectar a adulteracdo do azeite de oliva com azeite extraido do
bagaco de olivas ou azeite extraido com solvente. No entanto, até o presente
momento, ndo se tem disponivel na literatura um parametro absoluto capaz de
englobar a diferenciacdo e detectar as modificagdes mais comuns no azeite de
oliva extra virgem adicionado de azeite de oliva desodorizado (SABA et al, 2005).

Sendo o azeite de oliva um produto de alto valor nutricional e

caracteristicas sensoriais inigualaveis, é de se esperar que a adicao de azeite de
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oliva refinado ao azeite de oliva extra virgem deteriore suas propriedades
antioxidantes e caracteristicas organolépticas (FRAGAKI et al, 2005). Como sua
producado é pequena em relacado a outros 6leos vegetais comestiveis, o azeite de
oliva é alvo constante de adulteracao (PEIXOTO, 1998).

O elevado valor de mercado do azeite de oliva favorece certas praticas
fraudulentas, que visam a obtencao de maiores lucros por parte dos produtores ou
enlatadores deste tipo de 6leo (AUED-PIMENTEL, 1991).

O azeite de oliva tem sido alvo de diversos tipos de adulteracédo, que
incluem a adicéo de outros éleos vegetais de baixo valor comercial, éleos vegetais
parcialmente hidrogenados, 6leos vegetais submetidos a remocao de esterdis
(desterolizados), 6leos reesterificados, ou até mesmo azeite de oliva refinado,
obtido de frutos avariados ou da extracdo com solventes da torta residual de
prensagem das olivas (PEIXOTO, 1998).

A adulteracao de azeite de oliva extra virgem com azeite de oliva lampante
ndao € uma pratica comum e €& completamente detectada por métodos
convencionais. Entretanto, a deteccdo de azeite de oliva lampante em azeite de
oliva extra virgem é importante, pois o azeite de oliva lampante ndao pode ser
consumido sem ser refinado (FRAGAKI et al, 2005).

Na pratica, a adulteracao consiste em um processo de desodorizacao
térmica suave (80-120°C), que promove a remocao indesejavel das caracteristicas
de sabor do azeite de oliva. A diluicdo do azeite de oliva extra virgem depende da
quantidade de azeite de oliva lampante adicionado. Em geral, a mistura nao
produz uma modificagdo detectavel na composicdo quimica porque foram
utilizadas condigbes suaves de desodorizacao (SABA et al, 2005).

A presenca de 6leos de qualidade inferior no azeite de oliva extra

virgem geralmente reflete em parametros fisicos e quimicos, tais como K 232.270,
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o indice de peréxido e a razado de trans-2-hexenal/ hexanal, bem como nas
avaliacbes organolépticas. A autenticacdo e a deteccdo da adulteracdo do
azeite de oliva normalmente é baseada na técnica de cromatografia, incluindo a
cromatografia gasosa de alta resolucdo e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (FRAGAKI et al, 2005).

A complexidade que envolve a composicao dos diferentes tipos de azeite
de oliva, bem como as consequéncias dos processos de refino, hidrogenacéao e
reesterificacdo, tornam a deteccédo da adulteracao, muitas vezes, um problema de
dificil solugao. Por isso, varios indices sdo recomendados para a verificacdo da
pureza do azeite de oliva (PEIXOTO, 1998).

Com o intuito de se detectar fraudes em azeites de oliva com outros 6leos
vegetais de composicdo quimica semelhante, recentemente outras técnicas
analiticas tém sido empregadas isoladamente ou associadas a outras metodologias,
visando complementar informagdes e elucidar a adulteracao (BECKER, 2005).

2.5.1. Técnicas Analiticas para Detectar Fraudes

Os paises mediterraneos europeus, os maiores fornecedores de azeite de
oliva do mundo, adotaram legislagcdes comuns para proteger os produtores e
consumidores de azeite de oliva dos produtos fraudados (FRAGAKI, 2005).

Atualmente, as cromatografias em fases liquida e gasosa sdo os
métodos mais seletivos e completos nas analises de produtos de desidratacéo
dos esteréis (BONVEHI; TORRENTO; COLL, 2001).

As determinacbdes qualitativas e quantitativas dos constituintes sao

freqientemente realizadas por cromatografia gasosa com coluna capilar, desde

gue os compostos injetados sejam volateis e termicamente estaveis a temperatura
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de andlise. Nos métodos analiticos convencionais, a deteccao por ionizacdo de
chama (FID) é a mais largamente utilizada. A espectrometria de massa, por sua
vez, permite a obtencdo dos dados de massa molar, informacao estrutural e
identificacdo dos compostos (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

A maioria dos trabalhos recentemente apresentados na area de
adulteracdo de dleos comestiveis envolve andlises cromatogréficas. A
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e a cromatografia gasosa de
alta resolugdo (HRGC) tem sido aplicadas na quantificagdo de acidos graxos
livres, triacilglicerdis, esterois, tocoferdis e hidrocarbonetos. Embora a técnica por
HPLC tenha crescido na dultima década, a HRGC ainda € a técnica mais
largamente utilizada (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

Nos ultimos anos, uma nova técnica tem sido amplamente utilizada: a
combinacao das técnicas de HPLC e cromatografia gasosa com coluna
capilar. A realizacdo desta técnica para o isolamento e a analise das fracbes
resulta em uma separacdo com alta eficiéncia e sensibilidade. Esta
combinagcao fornece uma ferramenta muito interessante na integracdo do
preparo da amostra no processo de cromatografia e, conseqientemente,
oferece uma nova e pratica alternativa de preparo de amostras além dos
métodos tradicionais (CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

Através de técnicas de cromatografia gasosa, pdde-se elucidar de
maneira precisa o perfil de acidos graxos dos azeites a partir de seus ésteres
metilicos e através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), tem sido
possivel fracionar, com maior facilidade e resolugéo, os triacilgliceréis do azeite
de oliva (AUED-PIMENTEL, 1991).

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

adulteracao do azeite com éleos parcialmente hidrogenados.

A determinacdo do ECN42 experimental é realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com coluna de fase reversa e oferece uma nova
solucédo para os problemas de deteccdo de fraudes em azeites de oliva. Esta
metodologia permite que triacilglicerdis altamente insaturados contendo &cido
linoléico, acido linolénico, ou ambos (como por exemplo LLL, OLLn e PLLn),
sejam detectados no caso de azeites adulterados, uma vez que estdo quase
ausentes em azeites de oliva, mas alguns deles sdo predominantes em 6leos
adulterantes (REZANKA & MARES, 1991).

Segundo os autores Palmer e Palmer (1989) e Kapoulas e Andrikopoulos
(1986), a quantificacdo por HPLC com detector ultravioleta foi utilizada de maneira
bastante eficaz na quantificacdo da fracdo ECN42, sendo capaz de identificar
amostras de azeites de oliva que foram fraudadas com outros 6leos vegetais, em
niveis de 2-5%. A reprodutibilidade da analise de ECN42 por HPLC com deteccao
ultravioleta e também por indice de refragdo foram testadas pela IUPAC
(Internacional Union Of Pure & Applied Chemistry) em 1986 e adotadas como
método oficial em 1991 pela Comunidade Européia.

De acordo com Andrikopoulos e colaboradores (2001), a determinacéao da
fracdo de ECN42 pelo método utilizando HPLC e coluna em fase reversa possui
uma grande vantagem em relacao as outras andlises quando se deseja identificar
a pureza dos azeites, pois esta requer somente a diluicdo do éleo, enquanto as

demais necessitam de um preparo muito mais demorado e trabalhoso.

A determinagcdo de componentes minoritarios da fracdo nao gliceridica do

azeite de oliva como esterbis e seus ésteres, alcoois triterpenodidis,
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hidrocarbonetos e outros, envolve metodologia trabalhosa e demorada,
principalmente na fase preparativa. Normalmente, os componentes da fracao
insaponificavel sdo separados por cromatografia em coluna ou placa e as fragdes
obtidas sdo analisadas diretamente por cromatografia em fase gasosa ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia, ou as fragées do insaponificavel séo
submetidas a reacdes de derivatizacdo para torna-las apropriadas para a andlise,

especialmente por cromatografia gasosa (AUED-PIMENTEL, 1991).

A determinacéao de alguns dialcoois triterpénicos, como eritrodiol e uvaol é
recomendada na investigacdo da qualidade de azeite de oliva, pois estes
compostos sdo comumente utilizados como indicadores do tipo de extracdo do
Oleo. Esta estabelecido que a concentracdo de eritrodiol e uvaol em Oleos
prensados é claramente menor do que seu correspondente em 6leos extraidos
por solvente. Por esta razdo, a determinacao de eritrodiol e uvaol é utilizada para
distinguir azeite de oliva de diferentes qualidades, tais como azeites 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 remocao dos
triacilglicerdis por saponificacdo, fracionamento da matéria insaponificavel em
varias classes de compostos e sua subseqliente determinacao por cromatografia
em fase gasosa. Este método convencional é trabalhoso, demorado e envolve
perda de informacdes importantes durante a saponificacdo (BLANCH et al, 1998).

Para se avaliar a adicdo de azeite de oliva refinado ao azeite de oliva
virgem sao estabelecidos limites para o valor do coeficiente de extingdo especifica
no ultravioleta nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm. A absorcdo da luz
ultravioleta a 232 nm determina o nivel de duplas ligacbes conjugadas e de
hidroperoxidos do acido linoléico misturados aos produtos cetdnicos provenientes
da oxidacdo secundaria dos lipideos. Ja os trienos conjugados absorvem no
comprimento de onda de 270 nm (ANTONIASSI et at, 1998).
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A extingdo especifica a 232 nm é relatada como a taxa de oxidagéao
primaria do éleo, enquanto a extingdo no comprimento de onda de 270 nm e AK
sdo a taxa de oxidacdo secundaria (RANALLI; MATTIA; FERRANTE, 1997;
RANALLI; SGARAMELLA; SURRICCHIO, 1999; RANALLI et al, 2000b). De
acordo com a Resolucdo da Union Europea (2003), estas determinacdes
espectrofotométricas constituem um parédmetro para se detectar adicbes

fraudulentas de azeite refinado ao azeite de oliva virgem.

Assim, 0 aumento da absorcdo nas regides de 232 nm e 270 nm do
ultravioleta séo indicativos da presenca de compostos dienos e trienos
conjugados, formados a partir de acidos graxos insaturados durante o processo de
refino dos 6leos (BOSKOU, 1996).

A determinacado de estigmastadienos fornece um método mais sensivel
e mais seguro no controle de fraudes em azeites de oliva, sendo capaz de
substituir o classico método ultravioleta (UV), que detecta adulteracéo através da
presenca de dienos e trienos conjugados. Isto porque tais ligacdes conjugadas
podem ser formadas durante a estocagem, o que ndo ocorre com a desidratacao
dos esteréis (BONVEHI; TORRENTO; COLL, 2001).

A metodologia de quantificacdo de estigmastadienos é especialmente
adequada para detectar a presenca de azeites vegetais refinados (azeites de
oliva, bagacos de oliva, girassol, palma, etc) em azeites de oliva virgem, uma vez
que os azeites refinados contém estigmastadienos e 0s azeites virgens nao os
contém (UNION EUROPEA, 2003).

A determinacdo de estigmastadienos requer o preparo da matéria
insaponificavel, seguido pela separacdo dos hidrocarbonetos esterdides por
cromatografia liquida em coluna de silica gel e posterior quantificagdo desta fracao
por cromatografia gasosa (AMELIO; RIZZO; VARAZINI, 1998).
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2.5.2. Formacao de Estigmastadienos

Os processos de refino de azeite de oliva, tanto pelo procedimento
classico de neutralizacdo alcalina, como pelo processo fisico de destilacao,
produzem alteragbes na fracdo alcodlica da matéria insaponificavel,
especialmente na composicdo de alcoois triterpénicos. Ainda que as
comparagdes dos perfis cromatograficos destes alcoois permitam uma clara
distincdo entre os azeites de oliva virgem e o refinado, as diferencas ndo sao tao
significativas para poder se detectar pequenas quantidades de azeite refinado
em azeite virgem (LANZON; CERT, ALBI, 1989).

Lanzén e colaboradores (1989) estudaram as alteracdes produzidas pelos
componentes da matéria insaponificavel dos azeites de oliva apés o processo de
refino e detectaram que na fragdo de hidrocarbonetos apareciam alguns novos
compostos, originados por este processo. Supbs-se, entdo, que alguma destas
substancias poderia ser utilizada como indicador de que o azeite havia sido
submetido a tratamento térmico. Desenvolveram, entdo, um método analitico sensivel
para detectar pequenas quantidades de azeite refinado em azeite de oliva virgem. O
fundamento deste método é detectar o estigmasta-3,5-dieno, substancia produzida
pela desidratacdo do [-sitosterol (3B-stigmast-5-en-3-ol), como conseqiiéncia do
tratamento térmico favorecido pelas terras clarificantes, analogamente como se forma

o colesta-3,5-dieno, a partir do colesterol na gordura refinada.

Segundo Dobarganes e outros (1999), durante o processo de refino, os
estigmastadienos sdo formados em todas as etapas que envolvem alta
temperatura, tais como a clarificacdo e a desodorizacdo, mas, originalmente,

maiores quantias destes compostos sao formadas horas ap6s o processamento.

As Figuras 1 e 2 mostram as estruturas quimicas do estigmasta-3,5-dieno

e do B-sitosterol, respectivamente.
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HO
Figura 2. Estrutura quimica do -sitosterol.

O estigmasta-3,5-dieno é produzido juntamente com quantias menores do
isdbmero 2,4 e ambas substancias originam picos Unicos na cromatografia gasosa,
quando a fracdo de hidrocarbonetos é analisada em coluna com baixa polaridade.
Além disso, a soma destes dois isdmeros pode ser facilmente quantificada através
de analises da fragdo de hidrocarboneto esterdide através da cromatografia em
fase gasosa (DOBARGANES; CERT; DIEFFENBACHER, 1999).

Devido a auséncia do estigmastadieno em azeites de oliva virgem,

desenvolveu-se este método analitico que, nos casos mais desfavoraveis,
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permite detectar a presenca de 6leos vegetais refinados ou de azeite de oliva
refinado no azeite de oliva virgem em propor¢cées de 1% ou menos, quando a
mescla com azeite refinado contiver menor conteddo de estigmastadieno (4 mg/
kg). Tendo-se avaliado 15 amostras com misturas de azeite refinado contendo
45 mg/ kg de estigmastadieno, pode-se dizer que é possivel detectar a presenca
de azeite refinado em concentragbes muito mais baixas, atingindo valores
préximos a 0,1% (LANZON; CERT, ALBI, 1989).

O azeite de oliva virgem, produzido pelo processo convencional
(prensagem e centrifugacdo), ndo produz quantidade consideravel de
estigmastadienos (< 0,01 mg/kg), base para o limite maximo de 0,15 mg/ kg na
Legislagdo européia. Em residuo de o6leo bruto de oliva sdo encontradas
pequenas concentragdes de estigmastadienos (entre 0,2 e 3 mg/kg), devido a
aplicacao de alta temperatura durante o processo de secagem do azeite de
oliva (DOBARGANES; CERT; DIEFFENBACHER, 1999).

Dependendo das condi¢des aplicadas durante o processo de refino, o
azeite de oliva refinado comercial revela concentracdes de estigmastadienos entre
2 e 100 mg/kg (LANZON; CERT, ALBI, 1989).

Cert e outros (1994), para verificar o processo industrial, submeteram
duas amostras de azeite de oliva contendo 50 mg/ kg de estigmastadieno a
desodorizacdao em planta industrial a 245°C durante 5 horas, utilizando-se vapor e
gas nitrogénio. Como resultado, o teor de estigmastadieno diminuiu para 34 e 24
mg/ kg, respectivamente, sugerindo a remoc¢ao do estigmastadieno por destilacéo.

Ranalli, Mattia e Ferrante (1997) e Ranalli, Sgaramella e Surricchio (1999)
propuseram a quantificacdo de estigmastadienos segundo a Resolucdo da Unién
Europea, e concluiram que este hidrocarboneto esteréide nao estava presente nas

amostras de azeite de oliva virgem analisadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
3.1.1. Matérias Primas

Foram adquiridas no mercado brasileiro, durante o primeiro semestre de
2006, vinte e oito (28) amostras de azeites de oliva extra virgem e duas (2)
amostras de azeites de oliva virgem. Para todas as amostras, adquiriram-se duas

embalagens de cada lote.

Quanto a origem, 10 amostras foram oriundas de Portugal, 8 da Espanha,
5 da ltalia, 3 da Grécia, 3 da Argentina e apenas uma amostra do Libano. Das 30

amostras analisadas, apenas 3 ndo foram envasadas em seu pais de origem.

As Tabelas 14 e 15 mostram as informacdes ja citadas e também incluem
a acidez declarada nos rétulos dos azeites e a empresa responsavel pela
importacéo e distribuicdo dessas amostras no Brasil.

Outras amostras de dleos refinados, tais como soja, girassol e canola,
foram adquiridas e analisadas quanto ao perfil cromatogréafico, para fins de

pesquisa de adulteragao.

Como pode ser observado, excluiu-se o0 nome comercial das amostras de
azeite, sendo estes substituidos por codificacdo através de letras. Apenas uma
marca possui codificacdo por letra e numero; isto para diferenciar as categorias
dos azeites: o numero 1 representa a amostra extra virgem e 0 2, a amostra de
azeite virgem. As duas amostras de azeite virgem estdo codificadas com as letras
Ke O2.
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Tabela 14. Dados retirados dos rotulos de Azeites de Oliva Extra Virgem.

AMOSTRA ACIDEZ DECLARADA PAIS ORIGEM LOCAL DE ENVASE

IMPORTADOR/ DISTRIBUIDOR

A até 0,7% Portugal Origem Rabagal Aragédo Imp. Exp. e Com. Ltda
B até 0,8% Espanha Brasil (Euro Comércio) Euro Comércio Exterior Ltda

C até 0,5% Portugal Origem Bunge Alimentos S.A.

D até 1% Argentina Origem Unilever Bestfoods Brasil Ltda

E até 0,5% Portugal Origem Lazeite Brasil Ltda.

F até 0,5% Espanha Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda

G até 0,5% Italia Origem Tirreno Ind. Com. Imp. E Exp. Lida
H até 0,8% Italia Origem Ferrero do Brasil Ind. Ltda

| até 0,5% Espanha Origem Interfood Importagéo Ltda

J até 0,8% Portugal Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda

L até 1% Argentina Origem ADM do Brasil Ltda.

M até 0,5% Italia Origem Cadal Imp. Exp. Rep. Ltda

N até 0,5% Espanha Origem Bunge Alimentos S.A.

P até 1% Portugal Brasil (Olima) Olima Ind. de Alimentos Ltda

Q até 1% Portugal Origem Cargill Agricola S.A.
o1 até 0,7% Portugal Origem Qualimpor Imp. Exp. Prod. Alim. Ltda
R até 0,75% Espanha Origem Cargill Agricola S.A.

S - Espanha Origem La Pastina Imp. Exp. Ltda.

T até 0,8% Espanha Origem Importadora de Frutas La Violetera Ltda
U até 0,7% Portugal Origem Paladar Comércio Ltda

\ até 1% Libano Brasil (Maxifour) Maxifour Prod. Alimenticios Ltda
w até 0,8% Grécia Origem Golfinho Imp. Exp. Ltda.

X até 0,6% Italia Origem Colavita Brasil Coml. Imp. E Exp. Ltda
Y até 0,5% Grécia Origem High Tech Imp. e Exp. Ltda

Z até 0,8% Italia Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda
Aa até 0,8% Grécia Origem Carrefour Com. e Ind. Ltda
Bb - Argentina Origem Stela Mar Ind. Com. Imp. Ltda
Cc até 0,7% Espanha Origem Mr. Man-Mad Product Dist. Ltda

(- ) Dados nao declarados na embalagem do produto.

Tabela 15. Dados retirados dos rotulos de Azeites de Oliva Virgem.

AMOSTRA ACIDEZ DECLARADA  PAIS ORIGEM LOCAL DE ENVASE

IMPORTADOR/ DISTRIBUIDOR

K
02

até 1,5%
até 1,5%

Portugal
Portugal

Origem
Origem

Rabagal Aragédo Imp. Exp. e Com. Ltda
Qualimpor Imp. Exp. Prod. Alim. Lida

(- ) Dados nao declarados na embalagem do produto.
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3.2. Métodos

Todos os métodos selecionados foram testados com uma Unica amostra
de azeite extra virgem. Apdés o dominio das técnicas, estas foram aplicadas a
todas as amostras. Os métodos utilizados foram os critérios de qualidade (exceto

avaliacao organoléptica) e os critérios de pureza (exceto eritrodiol+uvaol e ceras).

A relacdo completa dos critérios de qualidade para azeites de oliva extra
virgem e virgem e seus limites de deteccdo encontram-se nos Quadros 1 e 2,
respectivamente, apresentados no final do item 3.2.1, e os critérios de pureza de
ambos azeites, no Quadro 3, que podem ser visualizados no final do item 3.2.2.

3.2.1. Critérios de Qualidade

Os critérios de qualidade foram realizados segundo a metodologia
apresentada pelo Diario Oficial de la Union Europea (2003). Somente as
determinagcbes de acidos graxos livres e indice de peréxido seguiram a
metodologia da AOCS (2004).

A Tabela 16 mostra os limites maximos permitidos dos critérios de
qualidade para os azeites: oliva extra virgem, oliva virgem, oliva lampante, oliva

refinado e oliva (virgem+refinado), segundo a Resolucéo da Unién Europea (2003).

Tabela 16. Limites maximos permitidos para os critérios de qualidade.

AZEITE ACIDEZ |iNDICE DE PEROXIDOS | Ko Kazo AK
Oliva Extra Virgem <0,8 <20 <2,50 <0,22 <0,01
Oliva Virgem <20 <20 <2,60 <0,25 <0,01
Oliva (virgem+refinado) <1,0 <15 - <0,90 <0,15
Oliva Refinado <0,3 <5 - <1,10 <0,16
Bagaco de Oliva Refinado <0,3 <5 . <2,00 <0,20

FONTE: UNION EUROPEA (2003).
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3.2.1.1. Analises Fisico-Quimicas

Para a determinacdo dos indices gerais de qualidade de azeite de
oliva extra virgem e virgem, foram realizadas duas analises fisico-quimicas: acidos
graxos livres e indice de per6xido, segundo a metodologia da AOCS, Ca 5a-40 e
Cd 8b-90, respectivamente (AOCS, 2004). Os resultados do grau de acidez foram
expressos em porcentagem de acido oléico (%) e o indice de perdéxido em

miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de azeite (mEq O,/ kg).

3.2.1.2. Determinacao do Coeficiente de Extincao Especifica

A determinacao do coeficiente de extingdo especifica foi realizada de
acordo com a metodologia descrita no Anexo IX do Diario Oficial de la Unién
Europea (2003).

As medi¢des das solugdes ocorreram nos comprimentos de onda de
232 e 270 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de espessura e tendo-se
o isooctano como referéncia. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro UV/
Visivel Perkin ElImer — Lambda 20.

O procedimento experimental, descrito nesta metodologia, sugere que
as amostras de azeite de oliva sejam dissolvidas em isooctano na concentracao
de 0,01%. No entanto, esta concentracido deve ser testada e adaptada de acordo
com o tipo de azeite, uma vez que o limite de sensibilidade do espectrofotbmetro
situa-se entre as leituras de absorbancia, ou densidade 6ptica, de 0,2 a 0,8%. Na
determinacao da extincdo especifica €& necessario averiguar os limites de
concentragdo que obedecem a Lei de Lambert-Beer, nos comprimentos de onda
em que se deseja trabalhar (GRACIAN, 1968).

Para as medidas a 270 nm esta Lei é obedecida em uma ampla faixa

de concentragdo, no caso do azeite refinado, e para o azeite virgem o
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comportamento € mais satisfatério para valores acima de 2% de concentracéao do
azeite (AUED-PIMENTEL, 1991). Por outro lado, os limites de validade para as
medidas a 232 nm sdo muito estreitos e dificilmente atingem a 1% para azeites
virgens (GRACIAN, 1968). As leituras da extingao especifica neste comprimento
de onda normalmente sao feitas com solucdes a 0,2% e o valor obtido multiplicado
por cinco para extrapola-lo para solucédo a 1% (AUED-PIMENTEL, 1991).

No caso de extincdo especifica com alumina, as leituras foram
realizadas ap6s a passagem da matéria graxa pela coluna de alumina,
previamente tratada em mufla a 380 — 400°C durante 3 horas e posterior
umidificacdo do adsorvente com 5% de agua destilada.

A partir dos valores obtidos, calcularam-se as extingbes especificas

nos diversos comprimentos de onda, através da férmula apresentada a seguir:

Kn = Ex

C.e.

onde: Kj; = extincédo especifica no comprimento de onda lambda;
E) = extincdo medida no comprimento de onda lambda;
¢ = concentragao do solvente em g por 100 mL;

€ = espessura da cubeta em cm.

Segundo a legislacao, os resultados devem ser expressos com, no

minimo, duas casas decimais. O valor de AK foi calculado através da formula:
AK = Ky = [( Kna + Knia)/2]

onde: Kn = extingdo especifica no comprimento de onda m, sendo o
comprimento de onda de maxima absorcéo de aproximadamente 270 nm.
Km-4 = extincao especifica no comprimento de onda 266 nm.

Km+4 = extingdo especifica no comprimento de onda 274 nm.
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Quadro 1. Critérios de qualidade para azeite de oliva extra virgem.

GRAU DE ACIDEZ (%) Azeite ndo
<0,8 > 0,8 conforme com
J/ a categoria _
. declarada (a)
INDICE DE PEROXIDOS (mEQ O,/ kG) ..
S 20 > 20 ...................................
ESPECTROFOTOMETRIA UV
K270 <0,22 K270 >022 | ®
\l/ N
ESPECTROFOTOMETRIA UV * Azeite nao
conforme com
AK< 0,01 AK>001 } °
.__ a categoria ;
.......... 9
J/ . declarada (b) .
ESPECTROFOTOMETRIA UV T
K2s32< 2,50 Kaso > 2,50 7

\l/ - °

AVALIACAO ORGANOLEPTICA
média de frutado > 0 e média de frutado = 0 ou
média de defeitos = 0 média de frutado >0 e

............. >

média de defeitos > 0

l

Tipo de azeite conforme o declarado no que diz

respeito aos critérios de qualidade

Ir para o Quadro 3 (Critérios de Pureza)

(a) Pode ser azeite de oliva virgem ou lampante.

(b) Pode ser azeite de oliva lampante.

49



50



Quadro 2. Critérios de qualidade para azeite de oliva virgem.

GRAU DE ACIDEZ (%)
S 250 > 250 .............................. >
INDICE DE PEROXIDOS (mEQ O,/ kG)
<20 >20 | >
ESPECTROFOTOMETRIAUV
K270 < 0,25 K270 > 0,25 T
\l/ .............................. > Azeite ndo
................................. f
ESPECTROFOTOMETRIA UV >§ contorme com
: a categoria ;
AK< 0,01 AK> 0,01
\L -, declarada (a)
ESPECTROFOTOMETRIA UV e
K232 < 2,60 K232 > 2,60
AVALIACAO ORGANOLEPTICA
média de frutado >0 e média de frutado = 0 ou
média de defeitos < 2,5 média de frutado >0 e
média de defeitos > 2,5
Os valores dos parametros indicados acima cumprem com 0s T
critérios de qualidade do azeite de oliva extra virgem (Quadro 1)? Azeite nao
conforme com
néO Slm ........................ > )
\L a categoria

declarada (b)

Tipo de azeite conforme o declarado no que diz

respeito aos critérios de qualidade
Ir para o Quadro 3 (Critérios de Pureza)

(a) Pode ser azeite de oliva lampante.

(b) Pode ser azeite de oliva extra virgem.

51



52



3.2.2. Critérios de Pureza

Os critérios de pureza selecionados foram realizados segundo a
metodologia apresentada pelo Diario Oficial de la Unién Europea (2003). No
entanto, a determinacao de esterdis foi modificada segundo BECKER (2004).

3.2.2.1. Composicao em Acidos Graxos

A composicdo em acidos graxos foi realizada mediante o preparo de
ésteres metilicos utilizando reagente de esterificacdo proposto por Hartman &
Lago (1973), modificado por Maia (1992), em substituicdo ao BF3. Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia em fase gasosa em
equipamento marca CGC Agilent 6850 Series GC System com detector de
ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar de silica fundida DB-23 Agilent, com
fases estaciondrias polares (50% cyanopropyl) — methylpolysiloxane, nas
dimensdes: 60 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura do filme. O fluxo da coluna foi de 1,0 mL/ min., a velocidade linear de
24 cm/ seg, o gas de arraste foi 0 hélio, o volume de injecéo de 1,0 uL e split 1:50.
A temperatura do detector foi programada a 280°C, do injetor a 250°C e o forno foi
regulado a 110°C por 5 min, 110-215°C (5°C/ min) e 215°C por 24 min, totalizando

50 minutos de corrida.

A identificacdo dos picos foi feita pelo tempo de retencao através da
co-cromatografia utilizando padrées puros dos ésteres metilicos dos acidos
graxos. A quantificacdo foi feita por normalizacdo de area. Todas as amostras
foram realizadas em duplicata. Além disso, com esta coluna capilar, foi possivel
separar com precisdao diferentes isdbmeros trans, que poderiam estar presentes

nas amostras de azeite de oliva.
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3.2.2.2. indice de lodo e Saponificacdo Calculados

ApoOs a caracterizagdo dos azeites de oliva através da composi¢cao em
acidos graxos, calculou-se o indice de iodo e saponificagdo para todas as

amostras analisadas.

O indice de iodo é uma medida de insaturagédo de um 6leo ou gordura,
e na pratica € calculado pela quantidade de halogénio absorvida e,
convencionalmente é 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 éleo em estudo. Para
este fim, utilizou-se a férmula tedrica obtida da estequiometria da reacdo de iodo

com os acidos graxos insaturados (BECKER, 2004).

3.2.2.3. Determinacao da Diferenca do ECN 42 Experimental e Tedrico

A determinacao da composicao triacilglicerdlica foi realizada segundo a
metodologia descrita no Anexo XVIII do Diério Oficial de la Union Europea (2003).

A adulteragédo do azeite de oliva com 6leos de sementes oleaginosas
(milho, algodao, palma, soja e girassol), presentes em baixo teor no azeite, pode
ser verificada pela detec¢cdo do aumento dos niveis de trilinoleina (triacilglicerol
LLL — pertencente ao grupo ECN42), geralmente ausentes ou presentes em niveis
muito baixos (<0,5%) no azeite de oliva.

O método para se determinar a composicao teérica de triacilglicerdis
por ECN 42 e sua diferenca em relacdo aos dados obtidos através de analise por
HPLC consiste, essencialmente, em ajustar os dados analiticos obtidos por outros
métodos. Este procedimento ocorre em trés fases distintas: determinagdo da

composicao de acidos graxos por cromatografia em fase gasosa em coluna
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capilar, calculo da composicdo tedrica de triacilglicerdis por ECN 42 e
determinacao triacilglicerélica por ECN 42 através de anélise por HPLC.

A determinacao triacilglicerélica por ECN 42 seguiu a metodologia
descrita por Facioli e Gongalves (1998). Utilizou-se o cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC), marca Perkin Elmer 250, tendo-se como detector o indice de
refracdo, marca Waters, modelo 2414, coluna Luna C18, fase reversa, 5 micras,
100 A, 250 x 4,6 mm, referéncia 00G-4041-E0, marca Phenomenex e coluna de
guarda Securityguard Cartridges Holder, referéncia KJ0-4282, marca Phenomenex.
A fase médvel usada foi acetona/ acetonitrila (62:38), com fluxo de 1 mL/ min e
temperatura da coluna de 40°C. A amostra foi preparada na concentragdo de 3%
em acetona e o volume injetado foi de 20 pL.

Utilizou-se o software Peak Simple versdo 2.83, fabricante SRI
Instruments para o calculo da composicao triacilglicerdlica, que foi realizado
através do método de normalizacdo interna, ou seja, considerou-se a soma das
superficies dos picos distintos, correspondente aos triacilgliceréis de ECN entre 42
e 52, sendo igual a 100%. Calculou-se, entdo, a porcentagem relativa a cada
triacilglicerideo através da férmula seguinte:

% de triacilglicerideo = superficie do pico x 100

soma das superficies dos picos

O resultado foi expresso com quatro casas decimais.

O célculo da composicao triacilglicerélica foi realizado através dos
dados obtidos de composicdo em acidos graxos. Foram colocados em um
programa computacional segundo Cortesi, Rovellini e Fedeli (1990), para se
predizer a composicao triacilglicerélica de ECN 42 segundo a distribuicdo 1,3-

random, 2-random.
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A Tabela 17 mostra os limites maximos permitidos por Legislacao para
a diferenca entre ECN 42 por HPLC e ECN 42 teérico (A ECN 42).

Tabela 17. Limites maximos permitidos para a analise de A ECN 42

AZEITE

A ECN 42

Oliva Extra Virgem
Oliva Virgem

Oliva Refinado

Oliva (virgem+refinado)

Bagaco de Oliva Refinado

<0,2
<0,2
<0,3
<0,3
<05

FONTE: UNION EUROPEA (2003).

3.2.2.4. Quantificacao de Estigmastadienos

A quantificagdo de estigmastadienos foi realizada segundo a

metodologia descrita no Anexo XVII do Diario Oficial de la Unién Europea (2003),

equivalente ao método Cd 26-96 da AOCS (2004).

A quantificagdo de estigmastadienos foi realizada a partir da obtencao

da matéria insaponificavel do azeite de oliva e subseqliente separacao da fracao de

hidrocarbonetos esterdides por cromatografia em coluna aberta. O residuo seco

obtido foi mantido em pequena quantidade de hexano e posteriormente submetido a

analise por cromatografia em fase gasosa. A metodologia é descrita em detalhes,

pois a fonte utilizada é de dificil acesso, além de que este é o objetivo principal

deste trabalho.
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a) Obtencao da Matéria Insaponificavel
A matéria insaponificavel foi obtida da seguinte maneira:

- Pesou-se 20 g £ 100 mg da amostra homogeneizada em um baldo de fundo
redondo de 250 mL;

- Adicionou-se 1 mL de solucao de colesta-3,5-dieno na concentragcao de 20 mg/
kg (PI) e 75 mL de solucao alcodlica de hidréxido de potassio a 10 %;

- A saponificacdo aconteceu sob refluxo a temperatura de ebulicdo, com
aquecimento durante 1 hora apés o inicio da condensagao;

- Resfriou-se o sistema adicionando, pelo condensador, 100 mL de agua destilada

fria;

A Figura 3 ilustra a saponificacdo do azeite de oliva.

Figura 3. Saponificagdo da amostra sob refluxo.
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- Apos resfriamento a temperatura ambiente, o conteudo do baldo foi transferido
para um funil de decantag&o de 500 mL, e o baldo foi lavado com o auxilio de 100
mL de hexano (PE 65-70°C);

- A extracdo da matéria insaponificavel procedeu-se mediante a agitacao vigorosa
da mistura durante 30 segundos (para permitir a formacdo do sabdo e a
separagao da matéria insaponificavel);

- Apdés a separacao da fase organica (superior) da fase aquosa (inferior),
recolheu-se a fracdo de hexano em outro funil de separacéo;

- Deixou-se em repouso até que se completasse a decantacdo (se houvesse
producdo de emulsdo que persistisse a desaparecer, adicionava-se pequenas

quantidades de etanol);

- Transferiu-se a fase aquosa (inferior) para um segundo funil de decantagéo e

extraiu-se novamente com mais 100 mL de hexano;

- Escoou-se novamente a fase aquosa (inferior) e lavou-se (combinando com outro
funil de separagado) com trés por¢cdes de 100 mL de cada vez da mistura
agua/etanol 96 v/v (1:1) até que se obtivesse pH neutro;

- Filtrou-se a solucao lavada através de um funil contendo 50 g de sulfato de sédio
anidro e, em seguida, lavou-se o papel com 20 mL de hexano;

- Evaporou-se o solvente em rotaevaporador a 30°C sob pressao reduzida até o

volume de aproximadamente 5 mL;
- Transferiu-se o residuo para um balao tipo péra, previamente seco e tarado;

- Evaporou-se completamente o solvente e secou-se em estufa a 80°C por 30 min;
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- Apés resfriamento a temperatura ambiente em dessecador, pesou-se o0 baldo
para a determinacdo do teor de matéria insaponificavel da amostra, por

gravimetria.

A Figura 4 mostra a matéria insaponificavel obtida apds a extracdo

com hexano e secagem sob pressao reduzida.

Figura 4. Matéria insaponificavel ap6s secagem da amostra.

b) Separacao da Fracao de Hidrocarbonetos Esterdides
A separacao da fracao esterdlica procedeu-se da seguinte maneira:

- Utilizou-se uma coluna de fracionamento composta de vidro e provida de torneira
de teflon e anel de vidro em seu fundo, com 1,5 cm de didmetro interno e 50 cm

de comprimento;

- Para o preparo da coluna de silica gel, utilizaram-se 15 g de silica e 40 mL de
hexano. Apds a sedimentacdo desta solucao, acrescentou-se 3 g de sulfato de

sodio anidro até uma altura de 0,5 cm da coluna acima descrita;
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- Introduziu-se o residuo resultante da evaporacdo (item a) na coluna de
fracionamento com ajuda de duas por¢cdes de 1 mL cada de hexano e iniciou-se a

eluicdo cromatografica com hexano a um fluxo aproximado de 1mL/min;

- Descartou-se os 20 mL iniciais do eluido (fracdo 1 — hidrocarbonetos saturados)
e recolheu-se os 60 mL seguintes (fracdo 2 — hidrocarbonetos esterbides) em uma

proveta;

A Figura 5 apresenta a ilustracao de eluicdo de matéria insaponificavel

em coluna aberta.

Figura 5. Eluigdo de amostra por cromatografia em coluna aberta.
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- Evaporou-se a fracao 2 em rotaevaporador a 30°C sob pressao reduzida até a

secagem completa da amostra;

- Dissolveu-se imediatamente este residuo seco em 0,5 mL de hexano grau HPLC
e analisou-se a fragdo por cromatografia em fase gasosa.

c) Cromatografia em Fase Gasosa

Utilizou-se o cromatégrafo gasoso, marca CGC Agilent 6850 Series
GC System com detector de ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar HP-5
Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano), nas dimensdes: 60 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura filme. O fluxo
da coluna foi de 1,0 mL/ min., a velocidade linear de 24 cm/ seg, o gas de arraste
foi o0 hélio, o volume de injecéo de 1,0 uL e split 1:15. A temperatura do detector foi
programada a 320°C, do injetor a 300°C e o forno foi regulado a 235°C por 6 min,
235-285°C (2°C/ min) e 285°C por 14 min, totalizando 45 minutos de corrida.

d) Identificacao de Picos no Cromatograma

De acordo com a Resolucdo da Unién Europea (2003), o pico do
padrdao interno (colesta-3,5-dieno) elui em um tempo de retencdo de
aproximadamente 19 minutos e o pico do estigmasta-3,5-dieno elui com um tempo
de retencao de aproximadamente 1,29 minuto ap6s o pico do padrao.

Os picos do estigmastadieno no cromatograma podem vir
acompanhados de pequenas quantidades de um isémero que, em geral, originam
um s6 pico cromatografico. Se a coluna do cromatografo for demasiadamente
polar, tem-se um grande poder de resolucao, e o isbmero pode aparecer em forma
de um pequeno pico pouco antes do pico do estigmasta-3,5-dieno. Em outros

casos, € necessario somar as areas dos dois picos. Para se realizar uma técnica
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segura, foi necesséria a utilizacdo de uma coluna de baixa polaridade e de maior

diametro interno.
e) Analise Quantitativa

O contelido de estigmastadieno foi determinado aplicando-se a férmula:

mg / kg de estigmastadienos = ( As x Mc)

(Ac x Mo)

onde: As = area de pico de estigmastadieno (se houver pico duplo
deve-se somar suas areas);
Ac = area de pico do padrao interno (colestadieno);
Mc = peso do padrdo adicionado, em microgramas;

Mo = peso da amostra analisada, em gramas.

A Tabela 18 apresenta os limites maximos permitidos por Legislacao
para a analise de estigmastadieno.

Tabela 18. Limites maximos permitidos para a analise de estigmastadieno

AZEITE ESTIGMASTADIENO (mG/kG)
Oliva extra virgem <0,15
Oliva virgem <0,15

Oliva (virgem+refinado)

Oliva refinado

Bagaco de Oliva Refinado

FONTE: UNION EUROPEA (2003).
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3.2.2.5. Quantificacao de Esterdis

A quantificacdo de esterdis foi realizada de acordo com a metodologia
adaptada por BECKER (2004).

A analise da fracdo insaponificavel normalmente é muito util na
deteccdo de adulteracbes do azeite de oliva com outros Oleos vegetais. O
procedimento tradicional para a determinacédo da composicao em esteréis envolve
a saponificacdo do azeite, extracdo da matéria insaponificavel com éter etilico,
lavagem do extrato com agua, fracionamento da matéria insaponificavel por
cromatografia de camada delgada (TLC), isolamento e extracdo da fracdo de
esterdis, derivatizacao, identificacdo e quantificacdo dos componentes da fracao
esterodlica por cromatografia em fase gasosa (LOGNAY et al, 1992).

Na quantificacao de esterdis proposta por BECKER (2004), algumas
das etapas do procedimento tradicional foram suprimidas, tais como: lavagem da
matéria insaponificavel com &gua, tratamento das placas preparativas com
solucdo alcalina e derivatizacdao da fracdo esterdlica. No entanto, nenhuma
alteracdo significativa foi observada no resultado final de identificacdo e
quantificacao de esterdis.

Como padrées cromatograficos utilizou-se o B-sitosterol (60% de
pureza, Sigma S-5753), campesterol (Sigma C-5157), estigmasterol (Fluka
85860), colesterol (5-cholesten-3 B-ol, 99% de pureza, Sigma C-8667) e como
padrao interno o diidrocolesterol (5 a-cholestan-3 B-ol, 95-97% de pureza, Sigma
D-6128). Para a confeccado das cromatoplacas de vidro preparativas de 20x20 cm
foi utilizada silica gel 60 (Merck), além da solucdao etandlica de 2,7-
diclorofluoresceina a 0,2% como revelador e cabine com lampada ultravioleta a
365 nm (“Original Hanau” 220V, 50 Hz, 85W) para visualizacao dos componentes

da matéria insaponificavel.
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Os esterbis foram analisados por cromatografia em fase gasosa,

equipamento marca CGC Agilent 6850 Series GC System, separados em coluna

capilar de silica fundida HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano), nas

dimensdes: 60 m de comprimento, 0,253 mm de didmetro interno e 0,25 um de

espessura filme. O fluxo da coluna foi de 1,0 mL/ min., a velocidade linear de 24

cm/ seg, 0 gas de arraste foi o hélio, o volume de injecao de 1,0 pL e split 1:50. A

temperatura do detector foi programada a 325°C, do injetor a 325°C e o forno foi

regulado a 310°C, uma isoterma que totalizou 30 minutos de corrida.

principais esterais,

A Tabela 19 apresenta os limites permitidos por Legislacdo para os

estigmasterol, B-sitosterol e esterdis totais.

Tabela 19. Limites permitidos por Legislacao para a analise de esterois.

presentes no azeite de oliva: colesterol,

campesterol,

AZEITE COLESTEROL | CAMPESTEROL | ESTIGMASTEROL | B-SITOSTEROL ESTEROIS
1 TOTAIS
Oliva Extra Virgem < <4,0 < campesterol = 93,0 = 1000
Oliva Virgem < <4,0 < campesterol =93,0 =1000
Oliva (virgem + <0, <4,0 . 2 93,0 = 1000

refinado)

Oliva Refinado <0,5 <4,0 < campesterol = 93,0 = 1000
Bagaco de Oliva <0,5 <4,0 < campesterol = 93,0 = 1800

™ A5,23-estigmastadienol + clerosterol + sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-estigmastadienol
FONTE: UNION EUROPEA (2003).
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Quadro 3. Critérios de pureza para azeite de oliva extra virgem e virgem.

Critérios de Qualidade

!

Tipo de azeite conforme a categoria declarada

(a) Presenca de azeite refinado (de oliva ou outros).

(b) Presenca de bagaco de oliva.
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Azeite nao

sim (9710 R MR — > conforme com a
J/ categoria declarada
3,5 — Estigmastadienos (mg/kg) | e
<0,15 >015 | > e
\} Azeite ndo
Isbmeros trans de &cidos graxos (%) ----------------- > conforme com
1C18:1<0,05 cig1>005 | , .  acaegoria
1(C18:2 + C18:3) <0,05 | 1(C18:2 + C18:3) > 0,05 », declarada (@
Conteudo de acidos graxos
Slm néo .............................. > ...........
\L : Azeite nao
AECN42 (A, > conforme com
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S 052 > 052 .............................. >
\L declarada
Composicao esterdlica e esteréis totais | e
Sim nao | >
Eritrodiol + Uvaol (%)
<2, 20<E+U<45 >45 | > T
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< 250 >250 [ >
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Critérios de Qualidade

Inicialmente, os azeites foram avaliados quanto aos critérios de qualidade.
Realizaram-se as andlises de acidos graxos livres (expressa em acido oléico),
indice de perodxido, extincao especifica nos comprimentos de onde de 232nm e

270 nm com e sem alumina e variagao AK.

4.1.1. Analises Fisico-Quimicas

As andlises fisico-quimicas consistem na determinacao de acidos graxos livres
e indice de perdxido. Estas andlises iniciais sdo fundamentais para se obter a
caracterizacdo dos azeites de oliva estudados. Neste momento, os resultados

poderao predizer as condicdes em que os azeites foram produzidos e armazenados.

De acordo com Cimato (1990), a extracdo do azeite e sua posterior
conservacao dao origem a alguns processos de degradacado extra e intracelular,
causadores de duas importantes alteragcdes no azeite de oliva: acidificacao e
rancificacao. Estas alteragcbes podem ser produzidas mediante a hidrélise, com a
consequente liberacdo de acidos livres, detectavel como a acidez e, por outro
lado, mediante a autooxidacdo enzimatica, dando origem a peroxidos que se
transformam em produtos de degradagéo muito reativos.

Sabe-se, ainda, que o aumento da acidez livre € uma consequéncia,
principalmente, da atividade enzimatica causada por avarias na azeitona
(BOSCOU, 1996). Alba, lzquierdo e Gutiérrez (1997) apontam outros diversos
fatores que podem afetar o grau de acidez: cultivo, variedade da azeitona, tipo de
colheita, mescla de azeitonas (solo e arvores), tipo e tempo de armazenamento

das azeitonas, condicao de elaboracéo, entre outros.

Estas analises apresentaram coeficiente de variagcao (CV) menor que 3%
para acidos graxos livres (AGL) e menor que 7% para indice de peroxido. Os
resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 20.
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Tabela 20. Critérios de Qualidade para os Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem.

AMOSTRA ACIDEZ (%) IND. PEROXIDO (mEQ O,/ kG)
A 0,68 12,13
0,41 18,16
c 0,28 7,85
D 0.81 16.05
E 0,16 11,07
F 0,32 11,77
G 0.28 1.56
H 0,47 17,40
I 0,39 :
J 0,27 17.56
K 1,13 13,18
L 0,61 25,58
M 0,43 13,23
N 0,29 12,29
(o} 0,45 7,40
02 0.31 16.80
P 0,70 12,94
Q 0,32 11,97
R 0,38 10,90
S 0,64 4,28
T 0,61 11,86
U 0,82 13,18
v 1,40 9,21
w 0,54 16,41
X 0.83 21,38
Y 0,53 18,58
Z 0,75 20,08
Aa 0,51 12,93
Bb 1,61 8,76
Cc 0,37 15,55

Sublinhado: valores dentro do limite permitido, mas ja considerados altos.

Sublinhado e negrito: valores acima do limite maximo estabelecido.
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Segundo a Resolucdo RDC n? 270 da ANVISA, vigente desde 22 de
setembro de 2005, a Resolugdo da Union Europea (2003) e também o Codex
Alimentatius (FAO/OMS) — Stan 33 (2003), o azeite de oliva extra virgem deve
apresentar acidez maxima de 0,89/ 100g (em acido oléico). O azeite de oliva
virgem, por sua vez, ndo pode ultrapassar o valor de 2,0g/ 100g (em &cido oléico).

Para o azeite de oliva refinado, o limite maximo permitido é de 0,3g/ 100g, o
que significa dizer que uma possivel adicao de azeite de oliva refinado ao azeite
de oliva extra virgem, ndo pode nem ser suspeitada através da analise de acidos
graxos livres. Por outro lado, uma baixa acidez para um azeite de oliva virgem,

poderia levantar alguma suspeita quanto a adulteracdo daquele azeite.

Analisando-se a Tabela 20, pode-se perceber que 5 azeites apresentaram
valores de acidos graxos livres acima do permitido pela Legislacdo. Destes, os
que apresentam valores mais criticos sdo os azeites V e Bb, pois extrapolam o
limite maximo em 75% e 100%, respectivamente. Os azeites D, U e X, por sua
vez, também apresentam valores acima do limite; no entanto, sdo valores

aceitaveis, pois estdo dentro de uma faixa de erro experimental aceitavel.

Deve-se lembrar que o azeite K possui um valor relativamente elevado,
mas dentro do limite permitido e absolutamente esperado, ja que este € um azeite
de oliva virgem. Ja o azeite 02, também virgem, apresentou uma acidez muito
baixa; embora dentro do limite estabelecido, este valor pode sugerir adulteracédo
com azeite de oliva refinado. No entanto, tal hipétese s6 pode ser afirmada apos a
realizacdo de analises mais especificas.

Com relacdo a analise de indice de perdxido, de acordo com a mesma
Resolugdao da ANVISA, RDC n® 270, os valores estabelecidos para oOleos
prensados a frio e ndo refinados é de no maximo 15 mEqg/ kg, e para azeite de
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oliva virgem, maximo de 20 mEqg/ kg. No entanto, segundo a Resolucédo da Unién
Europea (2003) e também o Codex Alimentatius (FAO/OMS) — Stan 33 (2003), o
limite maximo permitido para o indice de peroxido, tanto para o azeite de oliva
extra virgem como para o azeite de oliva virgem, € de 20 mEq O,/ kg. Para o
azeite refinado, todas as Legislacdes citadas regulamentam um valor no maximo
de 5 mEq O/ kg.

O indice de per6xido apresentou 3 valores superiores ao valor maximo
permitido pelas Legislacdes internacionais. A amostra L apresentou o resultado do
indice de perdxido 25% acima do limite, 0 que evidencia uma alta oxidacao deste
azeite. Por outro lado, as amostras X e Z ficaram muito perto do valor maximo
permitido, extrapolando o limite em apenas 0,05% para a primeira amostra e
ficando dentro da faixa de erro experimental para a segunda amostra.

E importante ressaltar, neste momento, o comportamento apresentado pela
amostra G. Os resultados obtidos, tanto para a andalise de acidos graxos livres
como para o indice de perdxido, mostraram algumas caracteristicas particulares
para este azeite. O resultado apresentado para AGL (Tabela 20) foi muito baixo e,
para o indice de peroxido, extremamente baixo. Somando-se estas duas possiveis
evidéncias e, ainda, recorrendo-se as Legislacdes ja citadas, pode-se, ja neste
momento, suspeitar-se tratar de adulteracdo desta amostra com azeite de oliva

refinado.

4.1.2. Coeficiente de Extincao Especifica

4.1.2.1. Estudos Preliminares

Como ja citado anteriormente, na determinacao da extingao especifica
€ necessario estudar os limites de concentracdo que obedecem a Lei de Lambert-
Beer, nos comprimentos de onda em que se deseja trabalhar, 232 e 270 nm.
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Desta maneira, na fase inicial das analises, testou-se, com uma
amostra de azeite extra virgem, as concentracoes ideais (para cada comprimento
de onda) que atendessem a Lei de Lambert-Beer. Neste teste preliminar, foram
testadas diversas solucdes, em concentracoes diferentes. Apds esta avaliacao,
definiram-se as concentragdes que seriam utilizadas na analise de extingao
especifica. Para as leituras realizadas a 232 nm sem alumina adotou-se a
concentracao de 0,0016% (p/v), e para as analises a 232 nm com alumina a
concentracao de 0,0032% (p/v) foi a mais adequada. As concentracdes a 270 nm,
por sua vez, foram superiores, como ja era previsto; para as andlises a 270 nm
sem alumina adotou-se 0,026% (p/v) e para as leituras de 270 nm com alumina, a

concentragao de 0,06% (p/v).

4.1.2.2. Procedimento Experimental

A avaliacao espectrofotométrica do azeite de oliva no ultravioleta pode
fornecer informacdes sobre a sua identidade, seu estado de conservacdo e
mudancas causadas por processamento (LI-CHAN, 1994).

As determinagdes espectrofotométricas tiveram como coeficiente de
variacao (CV) um valor menor que 5% para extincao especifica a 232nm (com e
sem alumina) e 270 nm (sem alumina), menor que 4% para extincao especifica a
270nm (com alumina) e menor que 10% para a analise de AK. Os resultados
destas avaliagcdes podem ser visualizados na Tabela 21.
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Tabela 21. Critérios de Qualidade para os Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem.

K232 K 270
AMOSTRA | S/ALUMINA C/ALUMINA S/ALUMINA C/ALUMINA  AK
A 2,78 1,55 0.25 0,09 0,018
B 4,32 2,21 1,00 0,53 0,029
c 2,68 1,34 0,18 0,06 0,018
D 317 1,57 0,19 0,06 0,013
E 4,66 2,70 2,40 1.83 0,097
F 274 1,34 0,18 0,06 0,004
G 6.12 3,16 1.89 1,08 0,036
H 288 1,43 0,20 0,06 0,003
[ 2,65 1,27 0,21 0,08 0,010
J 258 1,28 0,19 0,05 0,017
K 3,14 1,36 0,25 0,07 0,001
L 3,67 1,61 0.25 0,08 0,022
M 272 1,51 0,20 0,07 0,005
N 2.82 1,36 0,17 0,05 0,010
o1 2,23 1,37 0,16 0,06 0,007
02 2,66 1,37 0,21 0,07 0,017
P 2,98 1,56 0,20 0,07 0,009
Q 2,39 1,39 0,17 0,05 0,014
R 2,37 1,56 0,17 0,06 0,022
s 2,37 1,41 0.26 0,08 0,036
T 3,30 1,31 0.24 0,09 0,018
U 270 1,44 0,22 0,07 0,010
\ 2,96 1,31 0.37 0.11 0,057
w 284 1,23 0,22 0,05 0,012
X 3,09 1,48 0.29 0,10 0,042
Y 3,06 1,31 0.24 0,06 0,010
Z 2,65 1,31 0,22 0,06 0,004
Aa 3,05 1,37 0,20 0,06 0,005
Bb 4,03 1.94 0.76 0,22 0,065
Cc 271 1,36 0,27 0,08 0,022

Sublinhado: valores dentro do limite permitido, mas ja considerados altos.

Negrito e sublinhado: valores acima do limite maximo estabelecido.
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Analisando-se os resultados de extincdo especifica, encontrados na
Tabela 21, pode-se notar que alguns dos azeites estdo fora dos limites
estabelecidos tanto para a extincdo a 232 nm e 270 nm como para a analise de

variacao AK.

Segundo a Resolucdo da Union Europea (2003) e o Codex
Alimentatius (FAO/OMS) — Stan 33 (2003), a absorbéancia no ultravioleta a 270 nm
(sem alumina) deve ser de, no maximo, 0,22 para o azeite de oliva extra virgem e
0,25 para o azeite de oliva virgem. Ainda de acordo com tais Legislacées,
estabeleceu-se um valor maximo para a variagdo AK de 0,01. Para a extincao
especifica de 232 nm (sem alumina) estabeleceu-se, pela Resolugdo da Unién
Europea (2003), que o azeite extra virgem deve apresentar um valor maximo de
2,50 e o azeite de oliva virgem, valor de 2,60.

Nenhum érgao, nacional ou internacional, estabelece parametros para
se avaliar a extingdo especifica a 232 nm com alumina. Entretanto, para a
extingdo a 270 nm com alumina, a antiga Resolucdo RDC n® 482 da ANVISA, de
23 de setembro de 1999, prevé um limite maximo de 0,10. O Codex Alimentatius
(FAO/OMS) — Stan 33 (2003) por sua vez, estabelece o valor maximo de 0,11 para

0s azeites a 270 nm, apos a passagem pela alumina ativada.

Para K232 sem alumina, quase todos os azeites apresentaram valores
acima dos estabelecidos pela Legislacdo, exceto quatro deles. No entanto, estes
valores devem ser cuidadosamente analisados, pois se o indice de perdxido

apresentar um valor alto, conseqliientemente o valor da extincao podera ser afetado.

De acordo com AUED-PIMENTEL (1991), nos primeiros estagios da
autooxidagao do azeite, a formacao de hidroper6xidos e dienos conjugados levam
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ao aparecimento de uma absor¢do maxima ao redor de 232 nm, que rapidamente

aumenta atingindo valores altos de extingao especifica.

Desta maneira, pode-se afirmar que 15 das amostras apresentam
valores criticos, e sao as seguintes: A, B, D, E, G, K, L, P, T,V, X, Y, Aa,Bb e
Cc. Em todos os casos, o resultado de extingdo especifica ultrapassou o valor
maximo estabelecido por Legilagcdo, aumentando de 8% (amostra Cc) a 145%

(amostra G).

Na analise de K232 com alumina, 4 azeites apresentam resultados de
extincao muito alto, sugerindo, apesar de ndao haver parametros para esta andlise,
que tais azeites foram fraudados com algum dleo refinado ou ainda com o proprio
azeite de oliva refinado. Esta suposicao se justifica considerando-se que as quatro
amostras apresentaram valores de K232 sem alumina ultrapassando o limite em,

pelo menos, 60%.

Com relagdo a K270 sem alumina, 12 amostras apresentaram valores
acima do estabelecido. Sao elas: A, B,E, G,L, S, T, V, X, Y, Bb e Cc. Segundo
AUED-PIMENTEL (1991), os azeites virgens que sofreram aquecimento
apresentam uma absortividade maxima na regido de 270 nm, devido a
decomposicao dos peroxidos e conseqlente presenca de compostos secundarios
da oxidacao do azeite.

A andlise de extincdo especifica a 270 nm sem alumina é um
importante parametro para a avaliacdo da qualidade de azeites de oliva, mas de
acordo com a antiga Resolucdo RDC n® 482 da ANVISA, de 23 de setembro de
1999, para se verificar a presenca de 6leos refinados, quando o coeficiente de

extingao especifica a 270 nm sem alumina exceder o limite maximo permitido pela
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categoria correspondente, é necessario proceder a determinacao de K270 apés a

passagem da amostra em coluna de alumina.

A oxidacao desenvolvida nos 6leos de maneira espontdnea e sem
intervencdo de agentes externos como o calor e tratamentos industriais, afeta em
primeiro lugar os acidos graxos livres, que sdo mais facilmente oxidados do que
aos ligados ao triacilglicerideo. Ao passar o azeite pela coluna de alumina, tais
compostos de oxidacdo sdo completamente retidos eliminando-se, assim, 0s
compostos mais importantes na absor¢cdo no ultravioleta. Quando a oxidagao
atinge estagios ndo muito avancados e os produtos da decomposicao dos
hidroperéxidos sdo acumulados, estes sdo mais facilmente retidos na coluna de

alumina do que os produtos de oxidacao formados em estagios mais avancados.

Os resultados apresentados na Tabela 21 mostram que, de acordo
com a Legislagdo Brasileira, 5 amostras estdo acima do limite estabelecido para
K270 com alumina. Sao as amostras: B, E, G, V e Bb. Estes valores detectam a
adulteracdo com algum éleo refinado, podendo ser o azeite de oliva. Segundo
Aued-Pimentel (1991), os compostos responsaveis pela alta absorcao no UV, dos
Oleos refinados, sao acidos graxos com ligacdes conjugadas (trienos), ceto-acidos
insaturados, integrantes do glicerideo, sendo que tais compostos nao sao retidos
pela coluna de alumina, conferindo altos coeficientes de extincdo especifica aos
Oleos refinados.

Aued-Pimentel e colaboradores (2002), avaliaram a qualidade de 136
amostras de azeites em funcao da categoria declarada no rétulo. As medidas da
absorgao especifica no ultravioleta, em 232 e 270 nm, foram os parametros
utilizados nesta avaliacdo. Em 7 amostras (5,1%) a classificacdo apresentada na
rotulagem ndo era condizente com a qualidade do produto. As rotulagens

indicavam tratar-se de azeite virgem, entretanto, os valores obtidos para as
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absorgdes no UV eram de azeites de oliva refinado misturado ao virgem, sendo
este de qualidade inferior a declarada. Das 7 amostras, 3 foram envasadas no
Brasil, 2 azeites envasados na Argentina, um azeite grego € uma amostra de
azeite a granel, de procedéncia desconhecida.

A PRO TESTE - Associacdo Brasileira de Defesa do Consumidor
também realizou um teste para avaliar a genuinidade de azeites de oliva e
publicou o resultado em sua Revista, na edicdo de outubro de 2002. Das 15
amostras analisadas, a maioria dos produtos era importada de Portugal e da
Argentina. Dentre elas, 5 apresentaram indicios de fraude, pela adicdo de 6leo de
bagaco de oliva ou de éleo vegetal de outras sementes, principalmente a soja.

Outro método proposto para melhor caracterizar os azeites de oliva
baseia-se na medida da intensidade de absorgdo a 270 nm relativa apenas aos
trienos conjugados, descontando a influéncia de outros cromdéforos que podem
formar-se por oxidacdo do azeite, e absorvem na regido entre 260 e 280 nm.
Estes compostos, apesar de possuirem uma extincdo especifica moderada,
contribuem de maneira consideravel na intensidade de absorgao naquela regido.

Este método foi denominado AK. De acordo com a Resolucdo da
Unién Europea (2003) e o Codex Alimentatius (FAO/OMS) — Stan 33 (2003), o
limite maximo permitido para o valor de AK é de 0,01.

Como pode ser visualizado na Tabela 21, 19 amostras apresentam
valores acima do maximo permitido por Legislacdo para AK. No entanto, apenas
nove delas podem ser consideradas criticas, sdo elas: B, E, G, L, S, V, X, Bb e
Cc. Todas as amostras citadas apresentam valores acima do permitido ndo sé
para AK, mas também para uma ou mais das outras andlises de extincao

especifica.
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Resultados de até 0,018 nao foram considerados ruins, pois, em todos
0S casos, 0s resultados para a extingao de 232 nm e 270 nm, com alumina, mas,
principalmente sem alumina, apresentaram valores dentro do parametro
estabelecido. Valores de 0,022 foram considerados ruins para azeites com outras
extingoes fora do limite e considerou-se uma excecédo para a amostra R, ja que
esta se apresentou totalmente dentro do limite para as outras analises. Neste
caso, os valores de 0,029 ou superior apresentam caracteristicas muito claras de
adulteracao, até mesmo pelo histérico anterior destas amostras.

4.2. Critérios de Pureza

Posteriormente, analisaram-se as amostras quanto a pureza. Dentre as
analises realizadas, pode-se citar: composicao em acidos graxos, teor de acidos
graxos trans, indice de iodo e saponificagdo calculado, teor de mono e
poliinsaturados, diferenca do ECN42 experimental e tedrico, estigmastadieno e

esterois.

4.2.1. Composicdo em Acidos Graxos

A determinacdo da composicdo em acidos graxos é uma das principais
analises utilizadas na detecg¢ao 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 (BECKER, 2004).

Varios estudos realizados sobre a composicdo em &cidos graxos de
azeites de oliva mostraram amplas margens e variabilidade em sua composicéo, o
que é considerado uma relagao com os fatores genéticos e ambientais durante o
desenvolvimento destes frutos (KIRITSAKIS, 1992).
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Outros autores relatam, também, que o estudo da composi¢cdo em acidos
graxos do azeite de oliva é procedente de diferentes épocas de colheita e
variedades. Desta maneira, a porcentagem graxa esta diretamente relacionada a
esses fatores, sendo responsaveis por mais de 70% da variabilidade encontrada.
De modo geral, deve-se levar em consideracao a variagao percentual do conteudo
em acido palmitico, estearico, oléico e linoléico (UCEDA & HERMOSO, 1998).

A composicdo em acidos graxos é tradicionalmente utilizada pela
industria de alimentos como indicativo de pureza, embora uma ampla variacao
de 6leos comestiveis de diferentes origens geograficas seja um fator limitante
na interpretacdo dos dados. Alguns tipos de contaminacdo podem ser
detectados, ou pelo menos dar indicio da presenca de misturas. O teor de
acido linoléico e a relagao entre acido oléico e linoléico foram utilizados para
detectar mistura de azeite de oliva virgem com 5-10% de d6leos de semente
refinados (APARICIO & APARICIO-RUIZ, 2000).

O estudo do perfil de acidos graxos € um parametro que tem sido utilizado
em diversas situagdes para caracterizar os azeites de oliva, principalmente para
detectar as fraudes mais grosseiras. No entanto, este parametro ndo é suficiente
para assegurar a identidade dos azeites de oliva, sendo necessario, assim, a

realizacdo de outras analises complementares.

Em 2000, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e
Qualidade Industrial), realizou um estudo com diversas marcas de azeite de oliva
existentes no mercado, com o objetivo de verificar a pureza dos produtos
comercializados. Avaliaram-se caracteristicas como acidez, indice de peroxido,
indice de iodo, indice de refracdo absoluto e composicado em acidos graxos. Os
ensaios realizados verificaram que, das 20 amostras analisadas, 3 apresentaram

resultados que indicaram a adi¢cao de outro tipo de 6leo vegetal ao azeite.
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Quatro anos depois, 0 mesmo 6rgao de fiscalizagcao realizou um novo
teste com azeites de oliva. Foram encontradas no mercado apenas 6 das 20
amostras analisadas em 2000, com apenas uma das que foram consideradas nao
conformes. No entanto, os 3 fornecedores cujas amostras foram consideradas nao
conformes na primeira analise foram novamente selecionados, mesmo que com

outras marcas.

Em 2004, realizaram-se as mesmas analises de pureza citadas, exceto o
indice de peroxido. Nesta segunda avaliagcdo, foram avaliadas também as
informacdes contidas nos rotulos dos produtos. Os resultados obtidos
demonstraram que 5 das 13 amostras analisadas apresentaram nao
conformidades em ensaios que verificam a pureza do azeite, sendo 3 delas
adulteradas com outro tipo de 6leo. Em relacao aos 3 fornecedores acima citados,
houve reincidéncia de fraude em todos os casos, reforcando 0 ndo cumprimento

dos padrdes de qualidade e identidade estabelecidos na regulamentacao.

Os resultados obtidos na anélise de composigao em acidos graxos podem
ser visualizados na Tabela 22, apresentada a seguir.
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Tabela 22. Composicdo em Acidos Graxos dos Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem

Amostra | C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C17:1_C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0 C24:0
0,0-0,05 7,5-200 0335 0003 0003 0550 550830 35210 0009 0006 0004 00-02 0,0-02

A 0,00 1087 0,75 0,14 025 267 77,17 6,44 074 042 030 012 0,05
B 0,03 1251 094 009 0,13 314 6090 1903 155 045 033 023 0,10
(& 0,01 1157 1,02 0110 0,17 3,80 7543 6,31 068 045 025 012 0,06
D 0,02 1523 1,72 011 023 182 6557 1359 075 038 030 0113 0,06
E 0,06 732 023 005 005 371 3474 51,77 022 033 025 061 023
F 0,00 1225 1,09 007 0712 320 7332 8,32 070 043 027 012 0,06
G 0,02 10,74 083 0,10 0,15 3,14 7276 9,84 084 047 040 020 0,09
H 0,02 1246 1,16 007 0,10 271 71,96 9,76 073 047 031 0115 0,06
I 0,02 11,39 094 010 0,16 354 7646 5,77 067 043 027 0112 0,05
J 0,00 1154 092 0,10 0,16 3,38 74,66 7,54 067 045 027 0114 0,06
K 0,00 1064 0,70 0,15 029 268 77,20 6,61 073 041 030 0112 0,06
L 0,02 16,37 201 010 022 189 6235 1524 081 038 029 0,14 0,08
M 0,01 11,81 090 007 0710 262 7530 7,43 070 046 034 015 0,06
N 0,00 11,85 1,03 0,13 020 3,30 7486 6,97 067 045 027 013 0,06
o1 0,00 1449 206 010 026 1,80 75,5 5,18 062 022 016 000 0,00
02 0,02 1156 093 0114 022 355 7561 6,14 084 046 025 0,13 0,06
P 0,02 1405 1,37 0,09 0,118 198 6905 1149 079 038 030 0714 0,07
Q 0,00 11,44 102 005 0111 367 7638 5,79 069 041 025 0111 0,06
R 0,00 11,13 095 0,10 0,16 343 76,94 5,64 072 043 027 0114 0,06
] 0,00 10,38 0,96 005 0,08 426 78,30 4,37 073 045 025 0111 0,05
T 0,02 1605 186 0,10 0,13 276 6275 1460 0,70 048 024 0,16 0,07
U 0,05 1246 155 008 020 1,91 76,46 6,16 067 024 0,18 0,05 0,00
v 0,07 1149 066 031 029 498 683 1131 071 067 035 0,19 0,08
w 0,02 1157 085 005 007 284 7651 6,22 072 052 032 018 0,07
X 0,01 11,81 090 007 0712 3,02 7496 7,44 067 045 031 013 0,06
Y 0,00 11,86 089 007 008 267 7569 6,95 070 049 032 0118 0,07
y4 0,00 1208 0,88 009 0714 315 7376 8,14 067 048 031 013 0,07
Aa 0,02 1119 087 006 008 285 7623 6,89 070 049 030 0,16 0,07
Bb 0,03 16,80 1,99 0,14 020 223 6069 1595 088 041 028 015 0,08
Cc 0,01 1055 0,86 008 0,10 384 78,01 5,01 068 042 024 011 0,05

Valores em negrito e sublinhado: acima do limite maximo permitido por Legislacao.
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De acordo com a Tabela 22, pode-se observar que a amostra E foi a mais
grosseiramente adulterada, apresentando baixo teor de acido oléico e alto teor de
linoléico. Além disso, apresenta baixos teores de palmitico e linolénico e alto valor
de behénico que, segundo Arturo Cert *, sugere adulteracdo com 6leo de girassol
normal. A Tabela 23 mostra uma comparacéao feita entre o azeite de oliva extra

virgem, o éleo de girassol e a amostra E.

Tabela 23. Composicdo em acidos graxos do 6leo de girassol, do azeite de

oliva extra virgem e da amostra E.

Acido Graxo Oleo de Girassol __ Oliva Extra Virgem Amostra E
C14:0 0,08 - 0,06
C 16:0 6,22 11,44 7,32
C 16:1 0,10 1,02 0,23
C 18:0 3,45 3,67 3,71
C 18:1 26,24 76,38 34,74
C 18:2 62,00 5,79 51.77
c18:3 0,37 0,69 0,22
C 20:0 0,27 0,41 0,33
C 20:1 0,19 0,25 0,25
C 22:0 0,66 0,11 0,61
C 24:0 0,23 0,06 0,23

Analisando-se a Tabela 23, pode-se perceber que, além dos baixos
teores dos &cidos oléico, palmitico e linolénico, e altos teores de linoléico e
behénico, a amostra E apresenta, ainda, valores fora do limite permitido dos
acidos graxos miristico, palmitoléico e lignocérico. Desta maneira, pode-se dizer
que todos os argumentos discutidos, e todas as suspeitas levantadas até o
momento condizem com a adulteragcdo desta amostra com éleo de girassol
normal. No entanto, para se obter um estudo mais completo para este trabalho,

ainda foram realizadas outras analises com a amostra E.

* CERT, Arturo. Instituto de la Grasa. Sevilla, Spain. [mensagem pessoal]
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A amostra B, por sua vez, de acordo com a Tabela 22, apresenta alto teor
de acido linolénico o que sugere, também de acordo com Arturo Cert *, adulteracao
com soja ou canola. No caso de fraude com soja, o resultado é confirmado na
andlise de ECN42 (item 4.2.3) e, no caso de canola, confirma-se na andlise de
esterois, através do teor de brassicasterol. A Tabela 24, apresentada a seguir,
mostra uma comparacao feita entre os éleos de soja e canola, o azeite de oliva

extra virgem e a amostra B.

Tabela 24. Composicao em acidos graxos dos 6leos de soja e de canola,

do azeite de oliva extra virgem e da amostra B.

Acido Graxo Oleo de Soja  Oleo de Canola Oliva Extra Virgem Amostra B
C14:0 0,08 — — 0,03
C 16:0 11,14 5,34 11,44 12,51
C 16:1 0,08 0,19 1,02 0,94
Cc 18:0 3,48 2,59 3,67 3,14
C 18:1 22,72 61,35 76,38 60,90
C18:2 54,28 21,67 5,79 19,03
c18:3 5,45 6,58 0,69 1,55
C 20:0 0,36 0,64 0,41 0,45
C 20:1 0,22 0,99 0,25 0,33
C 22:0 0,48 0,29 0,11 0,23
C 24:0 — 0,18 0,06 0,10

De acordo com a Tabela 24, tanto o 6leo de soja como o 6leo de canola
apresentam alto teor de acido linolénico e, adotando-se simplesmente este parametro
de avaliagédo, nao € possivel afirmar com qual destes 6leos a amostra B € adulterada.
O teor de acido behénico também esta acima do limite estabelecido, mas, da mesma
maneira, ndo € possivel prever a adulteracdo. Por outro lado, deve-se observar o teor
de acido palmitico apresentado pelas amostras de 6leo de soja e canola; neste caso,
0 Oleo de canola apresenta menor porcentagem de acido palmitico, o que pode

sugerir uma maior probabilidade de adulteracdo com o 6leo de soja.

* CERT, Arturo. Instituto de la Grasa. Sevilla, Spain. [mensagem pessoal]
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A amostra V, visualizada na Tabela 22, apesar de ndo apresentar valores
tao discrepantes dos permitidos pela Legislacdo, mostra que os valores de acido
miristico, margarico e araquidico estdo acima do permitido. O valor de &cido
estearico também estd muito préximo do limite maximo, mas ndo é possivel
afirmar se este azeite é realmente adulterado, nem tao pouco sugerir com que
60leo é fraudado. Apenas pode-se suspeitar sua adulteracdo levando-se em

consideracao os resultados apresentados nos critérios de qualidade.

Peixoto e colaboradores (1998) analisaram 10 amostras de azeite de oliva
comercializadas no Rio de Janeiro, sendo 5 delas de origem nacional (envasadas
no Brasil) e 5 importadas (envasadas no pais de origem). Através da analise de
composicado em acidos graxos sé foi possivel detectar a adulteracdo de uma
amostra, de origem nacional. Tratando-se de um azeite envasado no Brasil, a
hipétese mais provavel € que esta amostra tenha sido fraudada pela adicdo de
6leo de soja, o0 que, posteriormente, foi confirmada pela andlise de esterais.

Aued-Pimentel e outros (2002) também realizaram a analise de composi¢ao
em acidos graxos em diversas amostras, a fim de detectar possiveis fraudes. Foram
analisadas 236 amostras de azeite de oliva e foi constatado que 43 amostras, isto é,
18,2% apresentaram algum tipo de adulteracdo. Destas 39 estavam adulteradas com
outros Oleos vegetais de menor valor comercial. Em 31 amostras observou-se a
presenca de 6leo de soja como adulterante, sendo que 29 eram amostras envasadas
no Brasil. Em 5 amostras o provavel adulterante era o éleo de girassol, sendo 2
amostras envasadas no Brasil e 2 na Argentina. Uma amostra foi encaminhada por
um importador como azeite de oliva a granel, entretanto, constatou-se que se tratava
de dleo de canola. Duas amostras, envasadas no Brasil, estavam adulteradas com
gordura vegetal hidrogenada. Este tipo de adulteracdo é incomum e sé pode ser
confirmada através do perfil de acidos graxos obtido em coluna cromatogréafica de
alta resolugdo, onde foram separados os isémeros trans dos &cidos graxos
insaturados, presentes em gorduras hidrogenadas. Nestas amostras de azeite estes
compostos estavam presentes em grande proporcao, configurando a adulteracéo.
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Casas et al (2003) estudaram diversos azeites, provenientes de azeitonas
com grau de maturacdo diferente. Os resultados apresentaram uma nitida
variabilidade dos diferentes acidos graxos procedentes de azeitonas verdes, em
relagao as azeitonas maduras. Neste sentido, para as azeitonas verdes, observou-
se um ligeiro aumento nos niveis de 4cido oléico, estearico e linoléico, assim como

uma ligeira diminuicéo no teor de acido palmitico.

Pode-se notar que a analise de composicdo em &acidos graxos é um
parametro muito importante de avaliacdo, mas nao pode confirmar a adulteracao da
maioria dos azeites, salvo se este for grosseiramente fraudado, como é o caso da
amostra E. Segundo Peixoto, Santana e Abrantes (1998), relatam que a dificuldade
de se condenar uma amostra pela sua composicdo em acidos graxos esta na

grande amplitude entre os limites maximo e minimo contemplados na Legislagao.

A coluna capilar utilizada na analise de composicdo em acidos graxos é
também apropriada para separar e quantificar os isdbmeros trans. Assim, foi

possivel obter mais este dado experimental, que auxiliou na deteccao de fraudes.

A presenca de isdmeros frans oléicos, linoléicos e linolénicos em azeite
de oliva e 6leo de bagaco de oliva, acima dos niveis maximos, pode indicar
adulteracao com éleos 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).

A Resolugdo RDC n? 270 da ANVISA, de 22 de setembro de 2005,
determina que os isbmeros trans oléicos apresente, no maximo, 0,20% para azeite
refinado e 0,40% para 6leo de bagaco. Ja para a soma dos isbmeros trans
linoléicos e trans linolénicos, o resultado ndo pode ultrapassar 0,30% para o azeite
refinado e 0,35% para o 6leo de bagacgo. A Tabela 25 apresenta os valores de

isdbmeros trans das amostras analisadas.
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Tabela 25. Teor de isdmeros trans dos Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem

Amostra Isém. Trans (% m/m)
(@ (b
0,01 0,09
0,05 0,52
0,01 0,03
0,00 0,09
0,04 041
0,02 0,05
0,20 0.24
0,03 0,05
0,02 0,06
0,02 0,09
0,01 0,13
0,02 0,09
0,02 0,05
0,02 0,08
0,00 0,00
0,05 0,07
0,02 0,09
0,01 0,03
0,00 0,06
0,00 0,03
0,02 0,08
0,00 0,00
0.27 0,28
0,02 0,04
0,02 0,06
0,02 0,03
0,02 0,08
0,03 0,11
0,01 0,08

Cc 0,02 0,05
(a) Isdmeros trans oléicos.
(b) Soma dos isbmeros trans linoléicos e linolénicos.
Valores em negrito e sublinhado: acima do limite permitido por Legislagéo.
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De acordo com a Tabela 25 deve-se notar que as amostras G e V
apresentam altos teores de acidos graxos trans. Através desses resultados, é
possivel sugerir, baseando-se na Legislacao citada, que as amostras G e V
podem ter sido adulteradas com azeite de oliva refinado ou até mesmo com 6leo
de bagaco. No entanto, tais suspeitas s6 podem ser confirmadas mediante a

comparacao com analises mais especificas.

Além das duas amostras ja discutidas, somente as amostras B e E
mostram valores significativamente altos para a soma dos isémeros trans
linoléicos e trans linolénicos. Estes valores contribuem para sustentar as suspeitas

de adulteracao ja propostas anteriormente.

Peixoto e colaboradores (1998) avaliaram 5 amostras nacionais
(envasadas no Brasil) e 5 amostras importadas (envasadas no pais de origem) de
azeite de oliva comercializadas no Rio de Janeiro quanto ao teor de &cido elaidico
(frans oléico). As amostras nacionais apresentaram valor muito acima do permitido
por Legislacéo, variando entre de 6,6 a 15,5%, 0 que pode indicar a presencga de
6leos parcialmente hidrogenados, 6leos reesterificados ou azeite de oliva refinado.
Das amostras importadas, somente uma delas apresentou teor de 6,9% de acido
elaidico, ao contrario do declarado no rétulo.

Aued-Pimentel et al (1995), em trabalho para avaliar a qualidade e
identidade de azeites de oliva comercializados no estado de Sdo Paulo, também
verificaram, em algumas amostras, a presenca de isémeros trans através do perfil
em acidos graxos, mostrando, segundo os autores, um perfil com caracteristicas

de gordura vegetal hidrogenada.

4.2.2. indice de lodo e Saponificacdo Calculados

A Tabela 26 apresenta os teores de monoinsaturados, poliinsaturados e
os indices de iodo e saponificagcao calculados.
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Tabela 26. Teores de &cidos graxos monoinsaturados, poliinsaturados e
indices de iodo e de saponificacdo dos Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem

Amostra | Monoinsaturados (%) Poliinsaturados (%) 1. lodo I. Saponificacao (1)
A 78,5 7,2 80 193
B 62,3 20,6 91 194
C 76,9 7,0 79 193
D 67,8 14,3 84 194
E 35,2 52,0 121 193
F 74,8 9,0 81 193
G 741 10,7 83 193
H 73,5 10,5 82 193
| 77,8 6.4 79 193
J 76,0 8,2 80 193
K 78,5 7,3 81 193
L 64,9 16,1 84 194
M 76,6 8,1 81 192
N 76,4 7,6 79 193

o1 77,6 5,8 77 194
02 77,0 7,0 79 193
P 70,9 12,3 83 193
Q 77,8 6,5 79 192
R 78,3 6,4 79 193
S 79,6 5,1 78 192
T 65,0 15,3 83 194
U 78,4 6,8 80 193
\' 69,7 12,0 81 194
w 77,8 6,9 80 192
X 76,3 8,1 80 193
Y 77,0 7,7 80 192
y4 75,1 8,8 80 193
Aa 77,5 7,6 80 192
Bb 63,2 16,9 85 194
Cc 79,2 5,7 79 192

(') Valores expressos em mg KOH/ g amostra.

Valores em negrito e sublinhado: acima do limite maximo permitido por Legislacao.
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De acordo com a antiga Resolucdo RDC n® 482 da ANVISA, de 23 de
setembro de 1999, para azeites de oliva extra virgem e virgem, o indice de iodo

deve estar entre 75 e 94, e o indice de saponificacao entre 184 e 196.

Como pode ser observada na Tabela 26, a amostra E apresenta o indice
de iodo e também os teores de mono e poliinsaturados totalmente fora do limite
estabelecido por Legislagdo; isto indica, novamente, que este azeite é
grosseiramente adulterado.

4.2.3. Determinacao da Diferenca do ECN 42 Experimental e Tedrico

4.2.3.1. Estudos Preliminares

Antes do inicio das analises foi realizado um estudo que teve como
principal objetivo a descoberta dos picos pertencentes ao grupo ECN42. Sabe-se
que este grupo é composto por trés triacilglicerdis predominantes (LLL, OLLn e
PLLn), mas a coluna utilizada neste trabalho, apesar de fornecer uma eficiente
separacdo dos compostos, ndo mostra claramente a separagdo por grupos de
particao (ECN 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52 e 54).

Por este motivo, foi necessario avaliar um 6leo com alto teor dos
acidos graxos linoléico e linolénico para que o grupo com numero de particao 42
se tornasse mais evidente, uma vez que isto ndo acontece com um azeite de oliva
extra virgem. O 6leo de soja foi a matéria-prima escolhida para a execucao deste
teste, pois possui alto teor do 4cido graxo linoléico, ultrapassando 50% do total.

Em um primeiro momento, realizou-se a analise de composicao
triacilglicerélica tedrica e por HPLC do 6leo de soja. Analisando-se estes dados, foi
possivel separar os grupos por numero de particdo (38 a 54) e identificar os
principais triacilglicerdis presentes em cada grupo. O cromatograma obtido por
HPLC do 6leo de soja pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC do 6leo de soja.

O cromatograma da Figura 6, bem como os demais que aparecerao na
seqUiéncia, apresentam a mesma escala no eixo y. Apesar dos picos dos grupos
40 a 46 aparecer muito fora da escala para esta amostra, a mesma foi utilizada
para que se pudesse observar a diferenca entre os trés graficos com relagéo ao
grupo ECN42, que ¢é objeto de estudo neste trabalho.

Como ja discutido anteriormente, o acido graxo linoléico é
predominante no 6leo de soja e, por isso, 0 pico relacionado ao grupo com nimero
de particdo 42 é tao significativo. Os resultados da composicao triacilglicerélica

deste 6leo encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27. Composicéao triacilglicerolica do 6leo de soja.

Triacilglicerideos Grupo ECN  Composigcao Teérica  Composigcao HPLC
LLnLn 38 0,72 1,34
LLLn + PLnLn 40 6,41 7,71
LLL + PLLn 42 24,11 25,11
PLL + OLL 44 33,86 31,54
POL + OOL 46 22,92 21,93
POO + SOL 48 8,51 9,44
PSO + SO0 50 2,41 2,05
PLBe + OLBe 52 0,84 0,88
POBe + OOBe 54 0,22 —
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Observando-se a Tabela 27, é possivel notar que os valores de
composigao triacilglicerdlica tedrica e por HPLC s&o bastante parecidos, o que nos
permite afirmar, com seguranca, que 0s grupos de triacilglicerdis foram
devidamente identificados.

Obtida esta informacdo inicial, realizaram-se dois novos testes:
identificagdo dos grupos de triacilgliceréis em um azeite de oliva extra virgem e, o
outro, um azeite de oliva extra virgem com adicao intencional de 6leo de soja. Este
procedimento foi fundamental para que se visualizasse, com precisdo, a
localizagdo do grupo ECN42 e, principalmente, de seus trés principais
triacilglicerdis. Os cromatogramas obtidos dos azeites de oliva extra virgem e do

adicionado de 6leo de soja encontram-se nas Figuras 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Cromatograma da andlise de ECN42 por HPLC de uma amostra de

azeite de oliva extra virgem.

Deve-se observar, na Figura 7, que o grupo ECN42 é muito pequeno,
nao atingindo nem 0,5% do total de triacilglicerois presentes no azeite de oliva.
Este resultado é totalmente esperado, pois se trata de um azeite de oliva extra

virgem.
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Figura 8. Cromatograma da andlise de ECN42 por HPLC de uma amostra de

azeite de oliva extra virgem com adicao de 6leo de soja.

A Figura 8, por sua vez, apresenta um pico para o grupo ECN42
relativamente maior que o anterior, representando cerca de 2% dos triacilgliceréis
totais. Os resultados obtidos para as trés amostras testadas podem ser conferidos
na Tabela 28.

Tabela 28. Composicao triacilglicerdlica por HPLC das trés amostras analisadas.

Triacilglicerideos Grupo ECN Oleo de Soja Oliva + Soja Oliva Extra

LLnLn 38 1,34 — E—
LLLn + PLnLn 40 7,71 0,36 0,04
LLL + PLLn 42 25,11 2,09 0,41
PLL + OLL 44 31,54 17,90 3,86
POL + OOL 46 21,93 19,10 17,61
POO + SOL 48 9,44 53,22 69,11
PSO + SO0 50 2,05 6,22 7,65
PLBe + OLBe 52 0,88 1,04 1,16
POBe + OOBe 54 — 0,07 0,16

Analisando-se a Tabela 28, pode-se perceber valores totalmente
coerentes. O grupo ECN 42, por exemplo, presente em baixa quantidade no azeite

de oliva extra virgem, apresentou um crescimento significativo em decorréncia da
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adicdo do 6leo de soja. Paralelamente, o grupo 44 também teve um crescimento,
mas desta vez o aumento foi muito grande. Este comportamento é completamente
explicado, uma vez que este grupo € o de maior predominancia no 6leo de soja,
utilizado na contaminacédo do azeite de oliva extra virgem. Tratando-se ainda de
aumento de porcentagem, os grupos 40 e 46 também apresentaram o mesmo
perfil, mas, desta vez, a mudanca foi pouco significativa.

Por outro lado, inversamente ao que foi discutido até o momento, os
grupos 48, 50, 52 e 54 apresentaram uma diminuicdo da porcentagem total dos
triacilglicerdis correspondentes. Assim, pode-se notar que o azeite de oliva extra
virgem, que possui 0 grupo 48 como predominante, sofreu uma consideravel
diminuicdo quando adicionado de éleo de soja, comportamento este totalmente
justificavel pela presenca inferior a 10% deste grupo no 6leo de soja. Os demais
grupos citados também sofreram modificagdes; no entanto, as variagdes foram

muito mais sutis.

4.2.3.2. Procedimento Experimental

A andlise de ECN42, definida como a determinacéo da diferenca entre
a quantidade real e a teérica de triacilglicer6is com numero de particdo 42, foi
realizada em trés fases distintas: determinagdo da composi¢cdo em &cidos graxos
(ja discutida anteriormente), calculo tedrico da composicao de triacilglicerdis com
ECN42, através do programa computacional desenvolvido por Cortesi, Rovellini e
Fedeli (1990) e, por ultimo, a determinagdo por HPLC do triacilglicerol ECN42,

como apresentado no item 4.2.3.1.

A Figura 9 apresenta um exemplo de azeite de oliva extra virgem. Como
pode ser visto, inseriu-se nesta planilha os valores obtidos na composicao em acidos
graxos na linha denominada input FA — composition e, através de formulas
matematicas pré-estabelecidas foram calculados, automaticamente, os valores

tedricos do grupo de triacilglicerdis equivalente ao peso molecular 42 (ECN42).
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Calculation of theoretical triglyceride composition (1,3-R-2-R) V3
Fill in the yellow fields!
MW 256,4 284,5 254.4 282,5 280,4 278.4 MW
Area % (GLC) P S Po (0] L Ln Sum
Input FA-Composition 11,4 3,7 1,0 76,4 5,8 0,7 99,0
Corr. FA-Composition 12,6 3,6 1,1 76,2 5,8 0,7 100,0
Theoretical Composisiton of Triglycerides with ECN42:| LLL | 0,01922
PoLL | 0,01119
Legend: PoPoL. | 0,00217
Palmitic acid P PoPoPo | 0,00014
Stearic acid S OLnL | 0,18121
Palmitoleic acid Po PoOLn | 0,03519
Oleic acid 0 PLnL | 0,03274
Linoleic acid L PPoLn | 0,00636
Linolenic acid Ln SLnLn | 0,00057
Theoretical value ECN42:[ 00,2888
HPLC value ECN42:| 0,3507
Difference ECN42:| 0,0619

Figura 9. Programa computacional baseado em Cortesi ef al. (1990).

Posteriormente, realizou-se a analise de triacilgliceréis por HPLC e

inseriu-se este valor na célula correspondente. Por fim, a planilha calculou a

diferenca entre os valores teérico e pratico dos triacilgliceréis com ECN 42.

A Resolucdo da Unién Europea (2003), o Codex Alimentatius

(FAO/OMS) — Stan 33 (2003), e a antiga Resolucdo RDC n° 482 da ANVISA, de
23 de setembro de 1999, prevéem um valor maximo na diferengca ECN42 de 0,20
para azeites de oliva extra virgem e virgem. Portanto, o azeite apresentado na
Figura 9, pela andlise de ECN42, ndo é adulterado; todavia, uma fraude somente
podera ser confirmada apds a realizacdo de um conjunto de analises que irdo
predizer a qualidade e a pureza da amostra em questao.

Desta maneira, pode-se observar que a Tabela 29 mostra apenas os
valores da diferenca de ECN42, uma vez que este é o resultado final da analise e

é a partir dele que é possivel detectar se alguns azeites sdo adulterados ou nao.
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Tabela 29. Valores de diferenca de ECN42 para Azeites de Oliva Extra Virgem e
Virgem.

Amostra Diferenca ECN 42
A 0,0685
B 3.3712
C 0,0303
D 0,1284
E 6.4346
F
G
H

0,1364
0,9052
0,0883
| 0,0340
J 0,0572
K 0,0685
L 0.7823
M 0,0740
N 0,0505
o1 0,0840
02 0,0305
0,2844
0,0631
0,0469
0,0241
0,1017
0,0852
0,1419
0,161
0,1022
0,0706
0,0783
0,0776
0,1979
Cc 0,0458

N < X =S < c-Huvw >3 O v

W >
T o

Valores em negrito e sublinhado: acima do limite méximo permitido por Legislagao.
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Através da andlise de ECN42 apenas 6 azeites apresentaram
resultados acima do limite permitido por Legislacdo. Na Tabela 29, visualizada
anteriormente, pode-se perceber que a amostra E, que ja apresentou adulteracao
grosseira através da composicao em acidos graxos, também apresenta na analise
de ECN42 um valor muito alto. Isto indica que este azeite foi fraudado com um
Oleo vegetal de composicao totalmente diferente do azeite de oliva. A Figura 10, a

sequir, apresenta o cromatograma obtido pela amostra E na analise por HPLC.
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0 10 20 30 40 tempo (min}

Figura 10. Cromatograma da anélise de ECN42 por HPLC da amostra E.

Como pode ser visto na Figura 10, os grupos por numero de particao
predominantes na amostra E sdo: 42, 44, 46 e 48, perfil muito diferente pelo
apresentado na analise de um azeite de oliva extra virgem (Figura 7), que mostrou
a predominancia dos grupos 46, 48 e 50. Novamente é possivel perceber que esta
amostra tem uma composicao totalmente diferente de um azeite de oliva extra

virgem, como as analises anteriores ja tém mostrado.

A composicao triacilglicerélica por HPLC do 6leo de girassol, do azeite
de oliva extra virgem e da amostra E, com suas respectivas porcentagens de cada

grupo ECN (38 a 54), estao apresentadas na Tabela 30.

99



Tabela 30. Composicao triacilglicerdlica por HPLC do 6leo de girassol, do

azeite de oliva extra virgem e da amostra E.

Grupo ECN Oleo de Girassol Oliva Extra Amostra E

38 0,34 — 0,03
40 0,45 0,04 0,31

42 27,03 0,41 21,33
44 36,92 3,86 31,68
46 22,48 17,61 22,56
48 9,28 69,11 19,62
50 2,25 7,65 3,21

52 1,12 1,16 1,11

54 0,13 0,16 0,15

Analisando-se a Tabela 30, pode-se perceber que a amostra E
apresenta claras evidéncias de adulteracdo com o6leo de girassol. Isto porque
ocorreu um aumento bastante significativo para os grupos ECN 42 e 44 e uma
diminuicdo também muito significativa para os grupos 48 e 50. Estes resultados,
somados aos apresentados anteriormente, somam provas de um azeite

grosseiramente adulterado.

Os azeites B, G e L também apresentam valor muito fora do limite
permitido por Legislacdo, indicando adulteracdo destes azeites. As Figuras 11, 12
e 13, apresentam os cromatogramas obtidos pelas amostras citadas na analise de
ECN42 por HPLC.

Anteriormente, na andlise de composicdo em acidos graxos, foi
relatado que, no caso do azeite B ser adulterado com 6leo de soja, o resultado
seria supostamente confirmado com a analise de ECN42. Neste caso, como o
valor apresentado para esta andlise é considerado muito alto, o forte indicio de
adulteracao com 6leo de soja permanece e, desta vez, mais consolidado. A seguir,
na Figura 11, pode-se visualizar o cromatograma da amostra B, obtido por HPLC.
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Figura 11. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC da amostra B.

De acordo com a Figura 11, a amostra B apresenta um brusco
aumento dos grupos 42 e 46 e uma diminuigdo muito significativa no grupo 48. A
Tabela 31, a seguir, mostra o resultado das porcentagens dos grupos ECN em
comparacdo ao 6leo de soja, que provavelmente é o Oleo adulterante desta

amostra.

Tabela 31. Composicgéao triacilglicerélica por HPLC do éleo de soja, do azeite

de oliva extra virgem e da amostra B.

Grupo ECN Oleo de Soja Oliva Extra Amostra B
38 1,34 — 0,24
40 7,71 0,04 1,47
42 25,11 0,41 5,57
44 31,54 3,86 11,20
46 21,93 17,61 21,77
48 9,44 69,11 51,92
50 2,05 7,65 6,07
52 0,88 1,16 1,08
54 — 0,16 —
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Para as amostras G e L, apesar de resultarem em altos valores na
andlise de ECN42, ndo é possivel afirmar com certeza qual é o 6leo adulterante,
apenas pode-se dizer, com certeza, que as amostras foram fraudadas com algum

tipo de 6leo vegetal refinado. Os cromatogramas das amostras G e L podem ser
visualizados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC da amostra G.
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Figura 13. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC da amostra L.
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A sequir, a Tabela 32 apresenta os resultados das porcentagens dos

grupos ECN das amostras G e L em comparacao ao azeite de oliva extra virgem.

Tabela 32. Composicao triacilglicerdlica por HPLC do azeite de oliva extra

virgem e das amostras G e L.

Grupo ECN Oliva Extra Amostra G Amostra L
38 — 0,11 —
40 0,04 0,26 0,11
42 0,41 1,55 1,96
44 3,86 5,94 9,95
46 17,61 19,44 29,63
48 69,11 64,95 53,67
50 7,65 7,43 3,91
52 1,16 0,32 0,77
54 0,16 — —

De acordo com a Tabela 32, no caso da amostra G, os grupos 42, 44 e
46 sofreram um ligeiro aumento e os grupos 48 e 50, uma ligeira diminuicdo. Ja
para a amostra L, houve um aumento muito mais significativo dos grupos 44 e 46
em relacdo a anterior, e uma diminuicdo mais intensa nos grupos 48 e 50. Os
grupos 42 e 52, por sua vez, tiveram um importante aumento e uma pequena
diminuicéo, respectivamente. Apesar desta Tabela apresentar dados importantes,

nao é possivel predizer qual é o 6leo adulterante destas amostras.

Por fim, as amostras P e Bb também apresentaram valores acima do
permitido. De acordo com as trés legislacbes citadas anteriormente, o valor
maximo permitido de diferenca ECN42 é de 0,30 para azeite de oliva refinado.

Analisando-se o0s resultados apresentados na Tabela 29, pode-se
sugerir a fraude da amostra P com azeite de oliva refinado. No entanto, ha davidas

quanto ao real adulterante da amostra Bb, mas também é possivel que seja o
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proprio azeite de oliva refinado. Desta maneira, tais suposicdes s6 poderao ser
confirmadas em conjunto com outras analises.

As Figuras 14 e 15, a seguir, mostram os cromatogramas obtidos por
HPLC para as amostras P e Bb.
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Figura 14. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC da amostra P.
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Figura 15. Cromatograma da analise de ECN42 por HPLC da amostra Bb.
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De acordo com as figuras anteriores e a Tabela 33, pode-se perceber
que as amostras P e Bb apresentam caracteristicas distintas e, além disso, ndo

parecem ser adulteradas com 6leo de soja.

Tabela 33. Composicao triacilglicerdlica por HPLC do azeite de oliva extra

virgem e das amostras P e Bb

Grupo ECN | Oleo de Soja Oliva Extra AmostraP  Amostra Bb

38 1,34 — — —

40 7,71 0,04 0,11 0,15
42 25,11 0,41 1,00 1,53
44 31,54 3,86 6,62 9,71

46 21,93 17,61 25,76 31,42
48 9,44 69,11 61,13 52,05
50 2,05 7,65 4,62 4,15
52 0,88 1,16 0,76 0,99
54 — 0,16 — —

A amostra Bb, diferentemente da amostra B, ndo mostra evidéncias
de fraude com 6leo de soja; isto porque os grupos 40 e 42 apresentam valores
muito baixos em relacado ao 6leo de soja que, caso fosse o 6leo adulterante, seria
responsavel pela mudanca do perfil de triacilglicerdis destes grupos. Além disso, o
grupo 46 da amostra Bb jamais poderia apresentar porcentagem superior ao 6leo

de soja.

A amostra P, por sua vez, apresenta resultados semelhantes a
amostra Bb e, mantendo-se a mesma linha de raciocinio, é possivel afirmar que

esta amostra nao é fraudada com éleo de soja.

Analisando-se as 6 amostras citadas, pode-se perceber que a anélise
de ECN42 é um importante parametro para se confirmar determinada suspeita,

mas se faz necessario a realizacdo de outras analises complementares, uma vez
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que nem todas as fraudes podem ser detectadas através da composicao
triacilglicerdlica por HPLC.

Andrikopoulos e colaboradores (2001) estudaram a determinacao a
composigcao triacilglicerélica por ECN42 usando o HPLC, em comparagdo a
composicao triacilglicerélica por cromatografia gasosa (GC), e detectaram que
aquela realizada por HPLC foi muito melhor, permitindo uma estimativa mais

positiva em relacédo ao estudo pelo método utilizando GC.

Concluiram, ainda, que a metodologia de composicao
triacilglicerdlica é eficaz na deteccao de fraudes de azeites de oliva pela adicdo
de outros 6leos de sementes oleaginosas, mas nem sempre € capaz de
predizer se um azeite de oliva extra virgem (ou virgem) é adulterado com azeite
de oliva refinado ou residuo do mesmo. Além disso, a adulteracéo do azeite de
oliva com outros 6leos vegetais pode ser detectado a uma concentracédo de 5%
ou superior e, em alguns casos particulares, 2% ou superior, com base na
porcentagem quantitativa da ftrilinoleina (LLL), que estdo quase ausentes em
azeites de oliva, mas presentes em niveis relativamente altos em éleos
adulterantes (ANDRIKOPOULOQOS; GIANNAKIS; TZAMTZIS, 2001).

4.2.4. Quantificacao de Estigmastadienos

4.2.4.1. Estudos Preliminares

No inicio da execucdao da determinacado de estigmastadieno, foram
realizados varios testes preliminares que tiveram como objetivo o dominio da
metodologia, mas visaram, principalmente, a adequacao de alguns fatores para a
melhor execugdo desta andlise. Em um primeiro momento, foram testadas
algumas marcas de hexano PA. Apés o fracionamento destes hexanos através da

coluna de silica gel, constatou-se que o resultado apds a inje¢cao no cromatégrafo
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gasoso nao foi satisfatério. Isto porque o hexano PA ja mostrava nos
cromatogramas muitos picos indesejaveis e que, conseqlentemente,
atrapalhariam nas analises dos resultados do estigmastadieno nas amostras de
azeite propriamente ditas.

A proxima tentativa foi destilar o hexano PA, com o intuito de purificar
o solvente. Testou-se a destilacdo com extrator soxhlet, removendo-se a cabeca e
a cauda e recolhendo-se, entdo, a fracao intermediaria. Ap6s este procedimento,
injetaram-se as fragdes do hexano PA destilado. Os resultados foram ligeiramente
melhores que os testes anteriores, mas concluiu-se que este processo seria
economicamente invidvel, e que pouco alterariam os resultados finais nos
cromatogramas. Com base nesses testes, decidiu-se entao utilizar o hexano grau
HPLC, marca Dindmica. Vale ressaltar ainda que todas as amostras de azeite

foram analisadas com o solvente de um mesmo lote.

Segundo a Resolucao da Unién Europea (2003), ndo ha no mercado
nenhum padrao disponivel para a confirmacdo da presenca de estigmastadieno.
De acordo com tal Legislacao, para se obter uma referéncia dos estigmastadienos,
deve-se utilizar na analise qualquer dleo vegetal refinado, mas em menor
quantidade (1 a 2g de 6leo) pois estao presentes em abundancia. Apos a injecéao
em cromatografo gasoso, os estigmastadienos dao lugar a um pico importante e

de facil identificagao.

Como recomendado, realizou-se a extragdo da matéria insaponificavel
de um o6leo vegetal refinado com hexano, e o 6leo utilizado foi 0 de soja. A matéria
insaponificavel foi entdo fracionada através da coluna de silica gel e os resultados
analisados por cromatografia em fase gasosa (GC). Estudos anteriores indicaram a
necessidade de se descartar a primeira fracao do eluido, contendo 20 mL e de se
recolher a segunda fracao, contendo 60 mL, que posteriormente seria evaporada e
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injetada no cromatégrafo gasoso. Utilizou-se, como padrao interno, o colesta-3,5-
dieno, 99% de pureza, marca Sigma, na concentragao de 20 mg/ kg.

O uso de solugdo de padrao interno desde o inicio do preparo da
matéria insaponificavel constitui-se em uma medida que garante a correcdo das
perdas decorrentes das varias etapas da metodologia (BECKER, 2004). Além
disso, a solucdao de colestadieno também possibilita a quantificacdo do
estigmastadieno. Lognay e outros (1992) relatam que o padrao interno deve ser
utilizado antes da etapa de saponificacdo do o6leo, a uma concentracao
apropriada, de modo que a altura do seu pico seja proporcional ou semelhante a
do composto a ser determinado.

Analisando-se os resultados obtidos com o fracionamento da soja,
percebeu-se uma certa dificuldade em identificar o estigmastadieno. Por isso, o
mesmo procedimento foi repetido utilizando-se, neste momento, um azeite de oliva
refinado. Apds o0s novos testes, detectou-se com facilidade o pico do

estigmastadieno.

Durante a fase inicial de testes, foram testadas duas colunas capilares.
A primeira coluna utilizada foi a LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano), com
dimensdées 30 m, & int. 0,25 mm, 0,3 um filme. Fluxo coluna - 54,5mL/ min;
Temperatura do detector: 320°C; injetor: 300°C; forno: 225°C/ 10 min., 3°C/ min — 20
min., 285°C/ 20 min. ; Gas de arraste - He; Volume de inje¢ao 1L, split— 1:15.

Os cromatogramas do padrao interno (colesta-3,5-dieno) e da amostra
de azeite refinado, injetados na coluna LM-5, podem ser visualizados nas Figuras
16 e 17, respectivamente.
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Figura 16. Cromatograma do padréo interno colesta-3,5-dieno injetado na coluna
LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano).
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Figura 17. Cromatograma da andlise de estigmastadieno de um azeite refinado
injetado na coluna LM-5 (5% fenil 95% metil polisiloxano).
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Analisando-se o cromatograma apresentado na Figura 17, é possivel
notar o padrao interno (colesta-3,5-dieno) no tempo de 28,610 min. e o
estigmastadieno no tempo de retencédo de 33,605 minutos. Para a coluna LM-5, o
tempo de retencao relativo € de 1,17. Nestas condicées de analise, a coluna LM-5
apresentou um 6timo resultado, totalmente satisfatério com relacdo ao que se

espera de um cromatograma para a analise de estigmastadieno.

Paralelamente, testou-se uma segunda coluna, denominada HP-5
Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano), com dimensées 60 m, & int. 0,25 mm,
0,25 pum filme. Fluxo coluna - 1,0 mL/ min; Velocidade linear de 24 cm/ seg;
Temperatura do detector: 320°C; injetor: 320°C; forno: 235°C/ 6 min., 2°C/ min — 25
min., 285°C/ 14 min. ; Gas de arraste - He; Volume de inje¢ao 1L, split — 1:15.

Os cromatogramas do padrao interno (colesta-3,5-dieno) e da amostra
de azeite refinado, injetada na coluna HP-5, estdo apresentados a seguir, nas

Figuras 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18. Cromatograma do padréo interno colesta-3,5-dieno injetado na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).
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Figura 19. Cromatograma da analise de estigmastadieno de um azeite refinado
injetado na coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

No cromatograma apresentado pela Figura 19 é possivel visualizar
uma importante observacao feita por Arturo Cert *. Segundo o autor, na segunda
fracdo de um azeite de oliva refinado deve aparecer claramente o colestadieno
(padréo interno), o campestadieno, o estigmastatrieno e o estigmastadieno, em

ordem crescente de tempo de retencao.

Segundo Trujillo-Quijano & Costa (1995), o estigmasta-3,5-dieno, o
estigmastatrieno, 0 campestadieno e 0 campestatrieno sdo os principais produtos de
degradacéo dos esterdis, formados a partir do B-sitosterol, estigmasterol, campesterol
e brassicasterol, respectivamente. Assim, a Figura 19 mostra o colesta-3,5-dieno
(padréo interno) no tempo de retencdo de 31,537 minutos, o campestadieno no
tempo de 32,232 minutos, o estigmastatrieno com 37,873 minutos, e o
estigmastadieno aparece na forma de seus dois isbmeros, o estigmasta-2,4-dieno no

tempo 38,418 minutos e o estigmasta-3,5-dieno com 38,643 minutos.

* CERT, Arturo. Instituto de la Grasa. Sevilla, Spain. [mensagem pessoal]
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O tempo de retencdo relativo para o padrdo interno e o
estigmastadieno nesta coluna é de 1,22 minutos. Da mesma forma que a coluna
anterior, a coluna HP-5 apresentou excelentes resultados, igualmente satisfatorios
para a analise de estigmastadieno.

No entanto, analisando-se separadamente o desempenho das duas
colunas testadas, deve-se observar que a segunda coluna é mais sensivel,
sendo capaz de detectar o estigma-3,5-dieno e seu isbmero. Por este motivo,
escolheu-se para a analise de estigmastadieno, a coluna HP-5.

Apés a realizacdo dos testes nas duas colunas, e a consequente
escolha da coluna HP-5 para a execucdo deste trabalho, mais um teste foi
realizado com o intuito de se assegurar a identificacdo do estigmastadieno no
tempo de retencao apresentado.

Desta maneira, realizou-se a analise de estigmastadieno com uma
amostra de azeite de oliva refinado, um padrdo IUPAC (Internacional Union Of
Pure & Applied Chemistry) contendo 25,4 mg/kg de estigmastadieno, disponivel
no Laboratério de Oleos e Gorduras. Esta amostra estava armazenada em
congelador a - 10°C ha 10 anos. Apesar do longo periodo de estocagem, estudos
comprovaram que o estigmastadieno é um composto quimicamente estavel e que

nao sofre modifica¢gdes ao longo do tempo.

Cert e colaboradores (1994) analisaram duas amostras de azeite de
oliva virgem, estocadas ha 8 e 9 anos. Ambas apresentaram altos valores de
acidez e extingdo especifica, mas o estigmastadieno nao foi encontrado. Estes
resultados mostram que este composto nao foi produzido durante o longo tempo
de estocagem, sendo que o armazenamento causou apenas a oxidacdo e a
hidrélise dos lipideos. Bonvehi e outros (2001) também relatam que os produtos
de desidratacao de estero6is ndo sao formados durante a estocagem.
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A Figura 20, a seguir, apresentada o cromatograma resultante da
andlise do azeite de oliva refinado padrao IUPAC.
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Figura 20. Cromatograma da analise de estigmastadieno de um azeite padrao
IUPAC contendo 25,4 mg/kg de estigmastadieno, injetado na coluna HP-5 Agilent
(5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

Como pode ser visualizado na Figura 20, o padrdo interno
(colestadieno) aparece no tempo de retengdo de 31,142 minutos e o
estigmastadieno no tempo de 36,055 minutos.

O Quadro 4, por sua vez, mostra os resultados da analise de
estigmastadieno apdés a integracdo dos picos cromatograficos obtidos por
cromatografia em fase gasosa. A auto integracao foi realizada através do software
Agilent ChemStation Plus, versdo A.08xx, utilizado em conjunto com o
cromatografo marca CGC Agilent 6850 Series GC System com detector de
ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil

polisiloxano).
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Quadro 4. Resultados obtidos da analise de estigmastadieno com o azeite de
oliva refinado padréao IUPAC.

Feak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min]  [pa*s] [p&] %
it Rttt |====|======= [-———————- [-———————- [-—————- I
1 31.14% EBE 0.0560 3.16858 7.10486e-1 43.00665
2 38.035 BE 0.07el 4.19907 6.88628e-1 56.99335

Totals : 7.36765 1.35911

O conteudo de estigmastadieno foi determinado aplicando-se a férmula:

mg / kg de estigmastadienos = ( As x Mc)
(Ac x Mo)
onde: As = area de pico de estigmastadieno;
Ac = area de pico do padrao interno (colestadieno);

Mc = peso do padrao adicionado, em microgramas;

Mo = peso da amostra analisada, em gramas.

Assim: mg/ kg de estigmastadienos =  (4.19907 x 20)

(3.16858 x 1,0332)

O resultado obtido aplicando-se esta féormula foi de 25,6 mg de
estigmastadieno por kg de azeite.

Analisando-se este resultado, pode-se perceber que o valor obtido
estda muito proximo do real, que é 25,4 mg/kg de estigmastadieno. Portanto, este
valor é considerado satisfatério e sustenta as afirmagdes anteriores com relacao a
identificacdo do pico do estigmastadieno.
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4.2.4.2. Procedimento Experimental

Realizou-se finalmente a analise de estigmastadieno que, neste
trabalho, € uma das analises mais importantes. Sua relevancia deve-se ao fato de
que, no Brasil, até 0 momento ndo se tém conhecimento de nenhum Laboratério

gue execute esta andlise como rotina.

O fundamento deste método é detectar o estigmasta-3,5-dieno,
substancia produzida pela desidratacdo do [-sitosterol que, nos casos mais
desfavoraveis, permitem detectar a presenca de déleos vegetais refinados ou de
azeite de oliva refinado no azeite de oliva virgem em propor¢des de 1% ou
inferior (LANZON; CERT, ALBI, 1989).

O azeite de oliva virgem, produzido pelo processo convencional
(prensagem e centrifugacdo), ndo produz quantidade consideravel de
estigmastadienos (< 0,01 mg/kg), onde se estabelece o maximo de 0,15 mg/ kg
na Legislagdo Européia. Em residuo de 6leo bruto de oliva sdo encontradas
pequenas concentracdes de estigmastadienos (entre 0,2 e 3 mg/kg), devido a
aplicacao de alta temperatura durante o processo de secagem do azeite de
oliva (DOBARGANES; CERT; DIEFFENBACHER, 1999).

Os resultados da anélise de estigmastadieno podem ser visualizados
na Tabela 34.
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Tabela 34. Valores de Estigmastadieno para Azeites de Oliva Extra Virgem e Virgem

Amostra Estigmastadieno

Unién Europea (2003) M 0,15 mg/ kg
A 0,05

B 18,31
C <0,03
D 0,06
E 15,29
F
G
H

0,05
72,62
0,06
| 0,03
J <0,03
K 0,07
L 0.56
M 0,04
N 0,05
o1 0,03
02 <0,03
435
<0,03
0,14
<0,03
0,04
0,05
0.96
0,03
0,14
0,15
0,06
0,07
0.19
Cc 0,85

N < X =S < cHdwxXxoO T

o >
T o

Valores em negrito e sublinhado: acima do limite maximo permitido por Legislagao.
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De acordo com os resultados apresentados, pode-se perceber que 8
das 30 amostras analisadas apresentaram valores acima do limite permitido por

Legislacao, que é de 0,15 mg de estigmastadieno por kg de azeite.

Nesta andlise, os resultados mais criticos sdo apresentados pelas
amostras B, E, G e P. Por este motivo, serdo apresentados aqui o0s
cromatogramas destas 4 amostras. A Figura 21, a seguir, apresenta o

cromatograma do padrao interno (colesta-3,5-dieno).
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Figura 21. Cromatograma do padréo interno colesta-3,5-dieno injetado na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

O cromatograma apresentado pela Figura 21 mostra o padrao interno
(colesta-3,5-dieno) no tempo de retengdo de 30,246 minutos. Este tempo, um
pouco diferente daquele visualizado na Figura 18, mostra uma variacéo totalmente
esperada, uma vez que a coluna capilar HP-5 foi tirada e recolocada varias vezes
no cromatoégrafo, o que justifica estas pequenas diferencas.
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Nas Figuras 22 e 23 podem ser visualizados os cromatogramas das

amostras B e E.
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Figura 22. Cromatograma da andlise de estigmastadieno da amostra B, injetada
na coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).
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Figura 23. Cromatograma da andlise de estigmastadieno da amostra E, injetada

na coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).
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Através destes resultados, pode-se perceber que novamente as
amostras B e E sdo apresentadas com valores insatisfatérios, como ja tem
acontecido em outras andlises. Para ambos os casos, as suspeitas de fraude se
mantém, sustentando ainda, a hipétese de adulteracao com éleo de soja e 6leo de

girassol, respectivamente.

Cert et al (1994), analisaram os 6leos de girassol, canola e soja
refinados e observaram a presencga do estigmastadieno na concentracdao de 2-85
mg/ kg de amostra. Desta forma, em comparacdo ao estudo apresentado pelos
autores, é possivel dizer que os resultados das amostras B e E sdo plausiveis e

estao totalmente de acordo com os dados citados.

As Figuras 24 e 25, a seguir, mostram o cromatograma do padrao

interno (colesta-3,5-dieno) e da amostra G, respectivamente.

FIDT &, (E=TIGOEZ DEDEZOTE )
pa

a0 o

a0

70

80

a0 4

40

30 o

K 307587 colestadieno

20

0 T T T T T T T T
i = 10 15 20 23 30 3% 40 1min

Figura 24. Cromatograma do padréo interno colesta-3,5-dieno injetado na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).
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Figura 25. Cromatograma da analise de estigmastadieno da amostra G, injetada
na coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

Na Figura 24 pode-se visualizar o padréo interno (colesta-3,5-dieno)
no tempo de retencdao de 30,787 minutos. O tempo apresentado € um pouco
diferente daquele visualizado nas Figuras 18 e 21, pelas mesmas razdes ja

discutidas anteriormente.

A Figura 25, por sua vez, apresenta o padrdo interno (colesta-3.5-
dieno) no tempo de retencdo de 30,787 minutos e o estigmasta-3,5-dieno,
juntamente com o seu isbmero, no tempo de 37,660 minutos. Esta figura, que
mostra o resultado apresentado pela amostra G, € possivel perceber um
cromatograma bastante ruim e o pior resultado dentre todas as amostras. Isto

justifica e sustenta, mais uma vez, a suspeita de adulteracdo com bagaco de oliva.

Segundo Cert e colaboradores (1994), o éleo de bagaco de oliva sem
refinar geralmente tem uma coloracdo intensa bastante indesejavel e,

consequentemente, seu refino requer uma intensa clarificagdo, gerando, assim,
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um éleo com um conteudo muito alto de estigmastadieno. Os pesquisadores
analisaram 20 amostras de cinco refinarias diferentes da Espanha, que mostraram
uma alta concentracdo de estigmastadieno, variando de 7-200 mg de
estigmastadieno por kg de amostra, embora a maioria dos valores (14 amostras)

estivesse abaixo de 120 mg/kg.

Assim, pode-se afirmar que as suspeitas levantadas para esta amostra
estdo de acordo com a literatura. No entanto, vale lembrar que, apesar da
fundamental importancia desta analise, esta hipétese s6 podera ser confirmada

em conjunto com as outras analises realizadas.

O cromatograma obtido pela amostra P pode ser visualizado na Figura
26, a seguir, que apresenta o padrdo interno (colesta-3,5-dieno) no tempo de
retencao de 30,859 minutos e o estigmasta-3,5-dieno (e uma pequena quantidade

do seu isbmero) no tempo de 37,634 minutos.
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Figura 26. Cromatograma da andlise de estigmastadieno da amostra P, injetada
na coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).
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Analisando-se o0 cromatograma apresentado, pode-se perceber um
resultado ruim para a amostra P. De acordo com o valor obtido, é possivel
suspeitar que este azeite seja adulterado com 6leo de soja ou até mesmo com o
préprio azeite de oliva refinado, baseando-se na literatura apresentada por Cert e
colaboradores (1994) que aponta a presenca de estigmastadieno na concentracao
de 2-85 mg/ kg em ébleo de soja e de 2-100 mg/ kg em azeite de oliva refinado

comercial.

As demais amostras, L, V e Cc, que também apresentaram valores de
estigmastadieno acima do permitido por Legislacdo, sugerem fraude com azeite
de oliva refinado. Esta hip6tese é sustentada pelos resultados apresentados nas
outras analises e, ainda, por terem apresentado valores parecidos, variando de
0,56 a 0,96 mg/kg.

Lanzén e outros (1989) analisaram 15 amostras de azeite de oliva
refinado e encontraram o composto estigmasta-3,5-dieno em quantidades
significativas, estando presente na concentracao de 3-100 mg/ kg. Cert et al
(1994) também relatam uma quantidade de estigmastadieno muito parecida em
azeites de oliva refinados comercial, variando de 2-100 mg de estigmastadieno por
kg de amostra.

Por outro lado, Dobarganes e colaboradores (1999), relatam que
dependendo das condi¢cdes aplicadas durante o processo de refino, o azeite de
oliva refinado comercial pode apresentar concentracbes de 1-29 mg de
estigmastadieno por kg de amostra.

Cert et al (1994), justificam a consideravel diferenga encontrada no
contetdo de estigmastadieno dos 6leos comerciais, explicando que a clarificagao
€ uma etapa que aumenta consideravelmente a quantidade de estigmastadieno.
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No refino quimico ocorre, primeiramente, a desacidificacdo parcial do 6leo com
hidréxido de sodio sem que haja producao consideravel de estigmastadieno,
seguido da clarificacdo, que utiliza baixos teores de terra clarificante e
temperaturas brandas (60-70°C), produzindo baixa concentracdo do composto.
Entretanto, no refino fisico, ndo se executa a desacidificacdo, e a clarificacao
ocorre mediante um processo que utiliza maiores teores de terras clarificantes e
um maior tempo de contato, sob altas temperaturas (>90°C), implicando em uma
maior producdo de estigmastadieno. Os autores quantificaram o estigmastadieno
de amostras obtidas em diversas refinarias da Espanha, sob as condi¢des usuais
de operacgao, e foram encontrados na escala de 2-10 mg/ kg nos éleos refinados
quimicamente e na ordem de 15-45 mg/ kg para os refinados fisicamente.

Por fim, deve-se discutir o resultado apresentado pela amostra Bb,
que ficou bastante préximo ao limite maximo estabelecido pela Legisla¢do. O valor
obtido mostrou um comportamento um pouco diferente das outras amostras
analisadas. Enquanto as demais amostras adulteradas apresentaram valores de
estigmastadieno acima de 0,55 mg/ kg, a amostra Bb ficou na ordem de 0,19 mg/
kg. Este resultado confirma a fraude com éleo vegetal refinado, e sugere a
adulteracao com uma pequena quantidade de 6leo de soja, como ja foi suspeitado
anteriormente. Cert e outros (1994), quantificaram o estigmastadieno em 6leo de
soja e 0 encontraram na concentracao de 2-85 mg/ kg. Desta forma, a hipbtese

levantada é coerente com a literatura.

4.2.5. Quantificacao de Esterois

Com o intuito de complementar esta pesquisa e, principalmente, reunir
mais argumentos as suspeitas de fraude ja relatadas, realizou-se, por fim, a
analise de esterdis. No entanto, por ndo ser o objetivo principal deste trabalho e,

fundamentalmente, por se tratar de uma analise muito trabalhosa e onerosa, foram
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selecionadas apenas as amostras que, hipoteticamente, sdo adulteradas. A
quantificacdo de esterdis pode ndo s6 confirmar as suspeitas ja levantadas, mas

também sustentar hipéteses que tenham sido tomadas como verdade.

A determinacdo de esterdis € uma das técnicas mais empregadas na
deteccdo de adulteracdes em azeites de oliva. Como todas as metodologias, sempre
se requer técnicas complementares para o julgamento da genuinidade de um azeite.
Uma das razdes é que, dependendo do processamento pode-se remover grande
parte dos esterdis, e estes Oleos ao serem misturados ao azeite passam
despercebidos na andlise da fracdo esterdlica. A determinagdo dos subprodutos de
degradacdo da matéria insaponificavel e gliceridica sdo ferramentas Uteis para a
deteccao de 6Oleos tratados para conter baixo teor de esteréis (TRUJILLO-QUIJANO
& COSTA, 1995).

Segundo Antoniassi e colaboradores (1998), a adulteracao de azeite de oliva
virgem pela adicdo de Oleos de sementes pode ser identificada pelo aumento dos

teores de campesterol e estigmasterol e reducéo do teor de B-sitosterol.

A identificacdo dos componentes foi realizada mediante comparacdo com
o tempo de retencédo dos padrdes injetados em mistura (Figura 27) e os resultados
foram obtidos a partir da auto integracao realizada com a utilizagcdo do software
Agilent ChemStation Plus, versdo A.08xx, em conjunto com o cromatdgrafo marca
CGC Agilent 6850 Series GC System, detector de ionizacdo de chama (FID) e
coluna capilar HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano). A Tabela 35,

visualizada a seguir, mostra as amostras submetidas a analise de esterdis.

124



Tabela 35. Valores de Esterois para Azeites de Oliva Extra Virgem

Amostra [-sitosterol Campesterol  Estigmasterol  Colesterol Outros  Esterois Totais
Unién Europea (2003) m 93 M 4,0 < campesterol M 0,5 - m 1000
B 83,71 7.97 5,37 - 2,96 2.167
E 67,03 8.54 6,49 0,43 17,52 2.538
G 94,06 3,48 1,68 - 0,78 3.543
L 95,58 3,62 0,80 - - 1.438
P 92,54 4,35 1,37 0,23 1,51 1.874
R 95,74 3,50 0,76 - - 1.515
S 95,38 3,94 0,69 - - 1.659
\' 93,91 2,67 0,78 0.81 1,84 1.429
X 96,33 2,77 0,91 - - 1.446
Bb 92,77 5,02 1,37 - 0,84 1.972
Cc 95,38 3,94 0,68 - - 1.566

Valores em negrito e sublinhado: ndo condiz com o limite permitido por Legislacéo.

Analisando-se o0s resultados apresentados na Tabela 35, pode-se
perceber que a quantificacao de esterdis indica fraude em 5 amostras de azeite de
oliva, das 11 analisadas.

As amostras B e E foram as que apresentaram os piores valores para o0s
esterdis P-sitosterol, campesterol e estigmasterol e, por este motivo, seus

cromatogramas serao apresentados mais adiante.

A Figura 27, a seguir, mostra o cromatograma obtido de uma mistura de
padroes de esterbis, contendo colesterol, diidrocolesterol, campesterol,

estigmasterol e B-sitosterol.
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Figura 27. Cromatograma da mistura de padrdes de esterdis, injetado na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

De acordo com a Resolucéao da Unidén Europea (2003), o perfil de esterois
para as nove categorias de azeite de oliva deve obedecer as porcentagens: menor
que 0,5% para o colesterol, menor que 0,1% para brassicasterol, minimo de 93%
de B-sitosterol (que inclui a soma dos esteréis A5,23-estigmastadienol, clerosterol,
sitostanol, A5-avenasterol e A5,24- estigmastadienol), maximo de 4% para
campesterol, menor que o campesterol para o estigmasterol e menor que 0,5%
para A7-estigmastenol, além do conteudo de esterdis totais de no minimo 1000
mg/kg para a maioria dos azeites e no minimo 1800 mg/kg para o azeite de
bagaco de oliva refinado.

A Legislagdo Brasileira vigente, Resolucdo da ANVISA, RDC n® 270,
recomenda que a composicao esterdlica do azeite de oliva siga os parametros
estabelecidos pelo Codex Alimentatius (FAO/OMS) — Stan 33 (2003), que séao os
mesmos vigentes na Legislacdo Européia, e também contidos na antiga
Resolugao RDC n® 482 da ANVISA, revogada em 22 de setembro de 2005.
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O cromatograma obtido pela amostra B na quantificacao esterélica pode

ser visualizado a seguir, na Figura 28.
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Figura 28. Cromatograma da andlise de esterbis da amostra B, injetada na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 35 é possivel
afirmar que a amostra B €, certamente, adulterada com algum éleo vegetal, que
nao o oliva refinado. A suspeita de fraude com éleo de soja permanece, pois a
quantidade de ester6is esta fora do estabelecido pela Legislacao (valor menor que
93% para o B-sitosterol e maior que 4% para o campesterol) e, também, pelo valor

acima do esperado para os esterdis totais.

Fernandez San Juan (1991) relata que o O6leo de soja tem uma
composi¢ao em esterdis caracterizada por B-sitosterol (54,3-56,1%), campesterol
(19,6-23,0%) e estigmasterol (18,1-19,8%). Estes valores, juntamente com o
cromatograma apresentado na Figura 28, esclarecem, definitivamente, que a

amostra B nao é adulterada com Oleo de canola (como se suspeitou
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anteriormente) devido a auséncia do brassicasterol e, ainda, sustenta a hipétese
de fraude com dleo de soja.

A seguir, a Figura 29 mostra o cromatograma obtido pela amostra E.

FID1 A, (E’ESTEDEZ20DEZOO7.D)
P&

180

heta-sitosterol

160

140

16052 AT-estigmastenol

AT-avenastenol

120

11 454 diidrocolesterol (Pl}

100

13055 campesterol
13.597 estigmasterol
15104 gitostanol

colesterol
16.399

a0

&0

40

20

0 T T T T T
i} 5i 10 15 20 25 miin

Figura 29. Cromatograma da analise de esterbis da amostra E, injetada na coluna
HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

A amostra E apresenta resultados ainda piores que a amostra anterior.
Assim como a amostra B, esta também apresenta valores de [-sitosterol,
campesterol e estigmasterol fora do limite estabelecido por Legislagdo. Além
disso, deve-se destacar que este azeite possui um valor muito alto dos esterdis

A7-estigmastenol e A7-avenastenol.

Desde o inicio das analises suspeita-se que a amostra E é adulterada com
6leo de girassol normal, e esta hipotese vem se confirmando desde a composicao
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em acidos graxos. Segundo Arturo Cert *, esta mistura pode ser detectada através
da quantificacao de A7-estigmastenol, em niveis de 2-3% de adicao.

Aparicio e Aparicio-Ruiz (2000) relatam que o 6leo de girassol normal
apresenta uma porcentagem de A7-estigmastenol que varia de 7 a 13%, e pode
ajudar a detectar este 6leo no caso de mistura com outros éleos vegetais, como o
azeite de oliva, por exemplo. Além disso, o autor enfatiza que, no caso de fraude
com Oleo de girassol normal em um nivel acima de 5%, pode ser detectado um
aumento de campesterol e estigmasterol a niveis de 7 a 13% e 8 a 11%,

respectivamente.

Analisando-se o cromatograma obtido pela amostra E (Figura 29) e seus
tempos de retencdo, e comparando-os com um quadro de esterois disponivel na
Resolucdo da Unién Europea (2003), pode-se concluir que os esterbis aqui
denominados como “outros” sdo, respectivamente, os esterdis A7-estigmastenol e

A7-avenastenol.

Desta maneira, a amostra E apresenta, isoladamente, 12,80% do esterol
A7-estigmastenol, confirmando, entdo, que esta amostra realmente é adulterada
com ébleo de girassol normal. Os resultados de esterdis deste azeite mostram,
ainda, um valor bastante alto para os esterois totais.

De todas as amostras analisadas quanto a composicdo de esterdis,
apenas uma apresentou um comportamento diferente. Foi a amostra G que, de
acordo com a Tabela 35, mostrou todos os esterdis dentro do parametro requerido
para azeites de oliva, mas, por outro lado, apresentou um valor extremamente alto

para esterdis totais, o que confirma a fraude deste azeite com bagaco de oliva.

* CERT, Arturo. Instituto de la Grasa. Sevilla, Spain. [mensagem pessoal]
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As demais amostras, P e Bb, apresentaram valores muito préoximos ao
minimo estabelecido para o B-sitosterol, valores superiores para o campesterol e
relativamente altos para esterdis totais. Tais amostras provavelmente foram
adulteradas com éleo de soja, ou entdo com uma mistura de éleos, de maneira a

nao alterar bruscamente a quantidade de esterdis.

No caso da amostra Bb, em andlises anteriores foi levantada a suspeita
de fraude deste azeite com 6leo de soja ou de canola. Para esclarecer possiveis
duvidas, o cromatograma desta amostra também foi incluido, e se encontra a

sequir, na Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma da andlise de esteréis da amostra Bb, injetada na
coluna HP-5 Agilent (5% difenil 95% dimetil polisiloxano).

De acordo com o cromatograma da amostra Bb, pode-se perceber que,
assim como aconteceu para a amostra B, neste azeite também n&o ha a presencga

do brassicasterol e, conseglentemente, esta amostra nao foi adulterada com éleo
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de canola. Por isso, a suspeita de fraude com éleo de soja ou uma mistura de

6leos permanece, como relatado anteriormente.

Ainda analisando-se a Tabela 35, pode-se perceber que as outras 6
amostras, L, R, S, V, X e Cc, apresentaram valores de esterdis dentro dos limites
estabelecidos por Legislacdo, exceto o teor de colesterol da amostra V, que esta
acima do limite maximo permitido. De fato, todas as amostras citadas sdo azeite

de oliva, ndo havendo, desta maneira, fraude com outros 6leos vegetais.

No entanto, das 6 amostras citadas, trés delas ja foram apontadas, em
analises anteriores, como amostra adulterada. Isto significa dizer que, através da
analise de esterdis, confirma-se que as amostras L, V e Cc foram fraudadas com
azeite de oliva refinado, uma vez que as 3 amostras apresentaram resultados

totalmente dentro dos parametros exigidos pela Legislacao.

Por outro lado, 3 amostras, codificadas como R, S, e X, mostraram que
ndo sao adulteradas com nenhum tipo de 6leo vegetal, contendo, unicamente,
azeite de oliva extra virgem. Este resultado ja era esperado, levando-se em

consideracao os resultados das analises realizadas anteriormente.

Na literatura, Becker e colaboradores (2005) analisaram 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 eram procedentes da Argentina,
Espanha, Italia e Portugal. As amostras foram avaliadas quanto a sua composicao
em esterdis e o resultado do percentual dos principais esterdis mostrou que é
possivel detectar fraude no azeite de oliva com outros 6leos vegetais, em funcéo
do teor de B-sitosterol que deve ser no minimo 93%, segundo as Legislacdes
vigentes. Através do teor de esterodis totais, associado a composicdo em esteréis,
foi possivel detectar adulteracdo em trés marcas de azeite, das 25 analisadas.
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Peixoto e outros (1998) também estudaram a composicao em esterdis de
10 amostras de azeite de oliva, sendo 5 amostras nacionais (envasadas no Brasil)
e 5 amostras importadas (envasadas no pais de origem). Os resultados
apresentados mostraram que nenhuma amostra envasada no Brasil atendeu aos
limites de esterdis estabelecidos pelo Codex Alimentarius e pela Legislacdo
Européia, pois o principal esterol do azeite de oliva, o B-sitosterol, apresentou uma
variagdo de 61,2 a 76,6%, valores estes muito inferior ao minimo exigido. O
campesterol também ultrapassou o limite maximo permitido, variando de 13,3 a
22,2%. No entanto, todas as amostras importadas apresentaram os principais
esterdis dentro dos limites estabelecidos por Legislacdo, mostrando uma

composicao compativel com azeite de oliva.

Como ja citado, o 6leo de soja tem uma composicdo em esterdis
caracterizada por p-sitosterol (54,3-56,1%), campesterol (19,6-23,0%) e
estigmasterol (18,1-19,8%) e, para o azeite de oliva, os principais esterdis sao [-
sitosterol (93,5-95,7%), campesterol (2,3-4,0%) e estigmasterol (1,5-2,6%). Assim,
no estudo conduzido por Peixoto et al (1998), os resultados encontrados nas
amostras nacionais mostraram que, provavelmente, todas as amostras foram
adulteradas com éleo de soja, por ser um éleo de baixo valor comercial e com

grande producéo.

De um modo geral, os resultados apresentados no presente trabalho,
corroboram os apresentados na literatura e mostram que o azeite envasado no
Brasil esta sendo adulterado. Das trés amostras envasadas no Brasil analisadas
neste trabalho, todas eram fraudadas e, como agente adulterante, foram
encontrados o 6leo de soja e o proprio azeite de oliva refinado. Essa conclusao ja
havia sido mostrada em um trabalho feito pelo Instituto Brasileiro de Defesa do
Consumidor — IDEC (1995), que analisou 18 amostras (14 importadas e 4

nacionais) de azeite de oliva. Os parametros utilizados foram a composicao em
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acidos graxos e a composicao em esterdis, e os resultados mostraram que trés

amostras nacionais estavam adulteradas com outros 6leos vegetais.

A PRO TESTE - Associacao Brasileira de Defesa do Consumidor,
publicou recentemente (maio de 2007) em sua Revista PRO TESTE uma
reportagem que confirma a adulteracdo de algumas marcas de azeite de oliva
extra virgem comercializados no Brasil. Foram testadas 20 amostras de azeite de
oliva extra virgem, e as anadlises realizadas foram de: rotulagem, embalagem,
acidez, indice de peréxido, analise espectrofotométrica em ultravioleta K 270 nm,
K 232 nm e delta K, quantificacdo de ceras, estigmastadieno, eritrodiol e uvaol,
composi¢do em acidos graxos e esterdis, isbmeros transoléicos, translinoléicos,
translinolénicos e ECN42, além da andlise sensorial. Dentre as amostras
analisadas, duas estavam fraudadas, sendo uma delas provavelmente adulterada
com soja e, a outra, com o proprio azeite de oliva refinado. A avaliacdo com

certeza foi realizada no exterior.

Esta atual publicacdo se mostrou bastante completa e condizente com a
caracterizacao imposta pelo Codex Alimentarius para se identificar a adulteracao

de azeites de oliva extra virgem.

Assim, é possivel notar que o assunto desenvolvido neste trabalho é
bastante atual e de grande interesse social, uma vez que a fraude destes azeites
ird lesar o consumidor que porventura adquirir o produto. Vale ainda fazer um
alerta aos principais 6rgaos nacionais de fiscalizagao e controle de qualidade, para
que estejam constantemente analisando este produto, a fim de se controlar de

forma mais adequada os azeites de oliva comercializados nacionalmente.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Em relagcéao as metodologias executadas:

> Acidos Graxos Livres e Indice de Peréxido: sdo andlises fisico-quimicas

fundamentais para se obter a caracterizagcdo dos azeites de oliva. Os
resultados sugerem as condicbes em que os azeites foram produzidos e
armazenados mediante a liberacdo de acidos livres e a autooxidagao
enzimatica, respectivamente. Sao importantes critérios de qualidade, mas nao

sao capazes de indicar a adulteracao de azeites de oliva.

Das 30 marcas analisadas, apenas trés sugerem o estado critico da

conservacao dos azeites.

» Coeficiente de Extincdo Especifica: a analise espectrofotométrica do azeite de

oliva no ultravioleta pode fornecer informacdes sobre a sua identidade, seu
estado de conservacdo e mudancas causadas por processamento. Esta
analise é capaz de indicar adi¢coes fraudulentas de éleo vegetal refinado ao

azeite de oliva virgem, mas nao identifica qual é o agente adulterante.

Das 30 amostras, pode-se detectar adulteracdo em apenas quatro amostras.
Isto mostra que a extingdo especifica também é relativamente limitada, pois
permitiu somente a deteccdo de amostras grosseiramente adulteradas. No
entanto, o valor de AK se mostrou muito importante no julgamento das
adulteracdes e capaz de indicar fraudes de amostras que foram confirmadas

por outras analises.

> Composicdo em Acidos Graxos: esta é uma das principais andlises utilizadas

na deteccdo de adulterantes no azeite. A composicdo em acidos graxos €

tradicionalmente utilizada pela industria de alimentos como indicativo de
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pureza de azeites de oliva, mas devido as amplas margens e variabilidade em
sua composicao, alguns tipos de contaminacado ndao podem ser detectadas. No
entanto, dependendo do caso, pode-se, a0 menos, dar o indicio da presenca
de misturas. Este parametro é utilizado, principalmente, para detectar as
fraudes mais grosseiras, mas nao é suficiente para assegurar a identidade dos
azeites de oliva.

Das 30 amostras analisadas, somente uma amostra se apresentou nao
conforme. Apesar da importancia da composicao em acidos graxos, as fraudes
de azeites de oliva virgem com azeites de oliva refinados ndo podem ser

identificados por esta metodologia.

Isbmeros Trans: a presenga de isdmeros trans oléicos, linoléicos e linolénicos

em azeite de oliva e 6leo de bagaco de oliva, acima dos niveis maximos, pode
indicar principalmente a adulteragdo com éleos de graos insaturados refinados,
ou hidrogenados, azeite de oliva esterificado, azeite de oliva virgem tratado
ilegalmente, ou 6leos geneticamente modificados ou desesterolizados a altas
temperaturas.

Das 30 amostras, pode-se detectar a adulteracdo em quatro amostras. Isto
mostra que este parametro é capaz de detectar alguns tipos de fraude, mas
ndo a adulteragdo da maioria dos azeites.

indice de lodo e Saponificacdo Calculados: o indice de iodo é uma medida de

insaturacdo de um Oleo ou gordura, e pode ser determinado a partir das
porcentagens relativas dos &cidos graxos insaturados que constituem o 6leo

em estudo.

Das 30 marcas, apenas um azeite apresentou o indice de iodo fora do limite
estabelecido por Legislacdo e demonstrou ser grosseiramente adulterada.
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» Determinacdo da Diferenca do ECN42 Experimental e Tedrico: a metodologia

que determina o grupo equivalente ao peso molecular 42 (ECN42) é eficaz na
deteccao de fraudes de azeites de oliva pela adicao de outros 6leos de
sementes oleaginosas, mas nem sempre é capaz de predizer se um azeite de

oliva virgem é adulterado com azeite de oliva refinado ou residuo do mesmo.

Das 30 marcas analisadas, foi possivel detectar a adulteracao de 6 azeites. Os
resultados obtidos mostraram que dois azeites foram fraudados com um o6leo
vegetal de composicao bastante diferente do azeite de oliva.

» Quantificacdo de Estigmastadienos: esta metodologia é especialmente

adequada para detectar a presenca de azeites vegetais refinados (azeites de
oliva, bagaco de oliva, girassol, palma, etc) em azeites de oliva virgem, uma
vez que os azeites refinados contém estigmastadienos e os azeites virgens

nao os contém.

Oito das 30 amostras analisadas apresentaram valores acima do limite
permitido por Legislagdo. Dentre todas as analises realizadas, a de
estigmastadienos é a mais eficaz na detecgao de fraudes em azeites de oliva,

embora néo possa identificar, com certeza, qual € o agente adulterante.

» Quantificacdo de Esterdis: a determinagéo de esterdis € uma das técnicas mais

empregadas na deteccdo de azeites de oliva. E um parametro importante para

auxiliar na identificagéo de adulteragédo em azeite de oliva.

O azeite de oliva apresenta composicao esterélica bastante particular, que tem
sido utilizada para detectar a fraude com outros 6leos. Entretanto, os trabalhos
realizados no Brasil para a avaliagdo da qualidade ou adulteracado do azeite de
oliva normalmente ndo apresentam a quantificacdo em esterdis, provavelmente

por se tratar de uma analise longa e de alto custo.
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A analise de esterdis foi capaz de detectar fraude em 5 amostras de azeite de
oliva, das 11 analisadas. A metodologia aplicada se mostrou eficiente na
deteccao de adulteracdo com outros 6leos vegetais, que ndo o azeite de oliva
refinado.

Entretanto, levando-se em consideracdo as outras analises realizadas para as
amostras de maneira geral, foi possivel identificar que outras 3 amostras
também eram adulteradas e, desta vez, com o azeite de oliva refinado. Desta
maneira, & importante dizer que a quantificacdo em esterdis € uma técnica
bastante precisa na avaliagdo de pureza e qualidade do azeite de oliva, mas,
isoladamente, ndo é capaz de detectar fraudes quando o agente adulterante é
o azeite de oliva refinado.
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E em relacdo as amostras analisadas, a Tabela 36 apresenta um resumo das amostras ndo conformes com

as Legislacées aplicadas a cada analise. Maiores informagées, vide Anexo 1.

Tabela 36. Resultados analiticos de amostras ndo conformes com a Legislagdo vigente para cada analise.

Amostra AGL IP K232 K270 Delta K Comp. AG | Isom. Trans | ECN42 | Estigmastadieno | Comp. Esterois
B _ o NC NC NC o NC NC NC NC
E _ o NC NC NC NC NC NC NC NC
G _ o NC NC NC o NC NC NC NC
L _ NC _ _ _ _ _ NC NC _
P _ _ _ _ _ _ _ NC NC NC
\' NC _ _ _ NC _ NC _ NC _
Bb NC _ NC NC NC _ _ NC NC NC
Cc _ _ _ _ _ _ _ _ NC _

NC — Resultado nédo conforme, de acordo com os as Legislagbes aplicadas a cada analise.

» As amostras que nao foram citadas aqui estdo completamente de acordo com a categoria declarada

em seus rotulos, sendo denominadas, verdadeiramente, como azeite de oliva extra virgem ou virgem.
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6.

CONCLUSOES

Por se tratar de um produto caro, bastante apreciado pelo brasileiro e por ndo
existir até o momento 6rgdos competentes que apliguem esta metodologia
como rotina de trabalho na avaliacdo de pureza e qualidade do azeite de oliva,
torna-se comum a adulteracdo deste produto com outros éleos vegetais, ou

com azeite de oliva de qualidade inferior.

De acordo com as observacdes discutidas neste trabalho, pode-se concluir
que, de todas as metodologias executadas, particularmente trés delas foram
fundamentais para a deteccao da adulteragdo das amostras P e Bb. Foram as
analises de ECN42, quantificacdo de estigmastadieno e perfil de esterdis.

A analise da fracao insaponificavel € muito Gtil para detectar adulteragées do
azeite de oliva com outros 6leos vegetais, como comprovado através das

metodologias de estigmastadieno e esterdis.

O estigmastadieno é um composto quimicamente estavel, mesmo sob longos
periodos de estocagem, extrema iluminacdo e péssimas condicdes de
oxidacdo do azeite. Por este motivo, quando encontrado em amostras
comerciais de azeite de oliva virgem, é devido, certamente, a manipulacao ou

contaminacao acidental com 6leos vegetais refinados.

A taxa de estigmastadieno permite ndo somente a identificacao da presenca de
um azeite de oliva tratado termicamente, mas também detecta menores
quantidades de 6leos vegetais refinados no azeite de oliva virgem. No entanto,
apesar de detectar quantitativamente a fraude dos azeites, a andlise de
estigmastadieno ndo é capaz de confirmar qual € o agente adulterante e,

principalmente, definir em qual proporcao o 6leo esta presente.
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» A aplicacao das técnicas analiticas na avaliacdo da qualidade e da legitimidade
dos azeites de oliva comercializados no Brasil sdo parametros de interesse
principalmente para os érgaos de vigilancia, pois todo o azeite consumido no
pais é importado da Europa ou da Argentina.
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» Amostra B: desde o inicio das analises, quando se determinou o indice de
qualidade através da extincao especifica, os resultados ja apontavam que esta
amostra estava adulterada. Posteriormente, o perfil de acidos graxos levantou
a suspeita de adulteracdo com 6leo de soja devido ao alto teor do acido
linolénico, que foi confirmada através da determinacao da diferenca do ECN42

experimental e tedrico.

Além disso, o teor de isébmeros trans desta amostra foi muito alto para a soma
de &cidos graxos trans linoléico e linolénico, evidenciando ainda mais a fraude
deste azeite. Finalmente, a quantificacdo de estigmastadieno foi muito alta e
composicao esterdlica fora dos padrdoes estabelecidos pela Legislacdo
confirmando, mais uma vez, a fraude da amostra B com 6leo vegetal refinado.

O dbleo de soja foi apontado como o agente adulterante desta amostra.

» Amostra E: esta amostra foi, certamente, a mais grosseiramente adulterada de
todas aquelas analisadas. Ja na extingao especifica, este azeite apresentou os
piores resultados para as leituras realizadas no comprimento de onda de 270
nm e diferenca AK. Na analise de composi¢cdo em acidos graxos, a amostra E
apresentou baixo teor dos &cidos oléico, palmitico e linolénico e alto teor de
linoléico e behénico, que sugeriram adulteracdo com 6leo de girassol normal.

Os teores de acidos graxos trans linoléico e linolénico ficaram muito acima do
permitido. Além disso, os teores de monoinsaturados, poliinsaturados e o
indice de iodo evidenciaram que o agente adulterante desta amostra contém
um perfil de acidos graxos completamente diferente do azeite de oliva. A
determinacao da diferengca do ECN42 experimental e tedrico, por sua vez, teve
como resultado um valor extremamente alto, sustentando as suspeitas ja

levantadas.
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As analises posteriores foram a quantificacdo de estigmastadieno, que
detectou a presenca de Oleo vegetal refinado, e a andlise de esterdis, que
confirmou que o agente adulterante da amostra E foi o éleo de girassol
refinado, pela quantificagao de 12,8% de A7-estigmastenol nesta amostra.

Amostra G: esta amostra apresentou uma caracteristica muito particular.
Inicialmente, os critérios de qualidade ja demonstraram que algum tipo de
adulteracao estava presente neste azeite. Comecando pelas analises de
acidos graxos livres e indice de peroxido, que apresentou, para ambas
analises, resultados extremamente baixos. Em seguida, no coeficiente de
extingdo especifica, a amostra G obteve os mais altos valores para o

comprimento de onda a 232 nm com e sem alumina.

O perfil em acidos graxos nao sugeriu a fraude com outros 6leos vegetais. No
entanto, os resultados dos acidos graxos trans evidenciaram a adulteragao,
apresentando valores muito altos para os isbmeros trans oléicos e para a soma

dos isbmeros trans linoléicos e linolénicos.

A analise de ECN42 mostrou um resultado bastante alto para esta amostra e a
quantificagdo de estigmastadieno também apresentou valor extremamente alto,
evidenciando que a amostra foi submetida a tratamentos térmicos muito
intensos. Finalmente, através da quantificagdo de esterdis, foi possivel afirmar
com certeza que a amostra G foi adulterada com bagaco de oliva; esta
conclusado foi possivel a partir da avaliacdo do teor de esterdis totais em

conjunto com as demais analises.

Amostra L: a principio, durante as analises de critérios de qualidade, ndo foi
possivel detectar com certeza a alteragdo desta amostra. Apesar desta
apresentar valores acima do permitido por Legislacdo para o coeficiente de
extincao especifica nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm sem alumina,
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seus valores nao foram considerados relevantes, uma vez que, por ter
apresentado alto valor de peroxido, estes valores poderiam ser resultado da

alta oxidacao deste azeite.

Da mesma forma, os resultados apresentados pela composicdo em acidos
graxos e is6bmeros trans foram considerados absolutamente dentro do

estabelecido para estas analises.

Por outro lado, através dos resultados apresentados nas analises de ECN42 e
de estigmastadieno, foi possivel constatar que a amostra L era realmente
adulterada com algum éleo vegetal refinado. E, para finalizar as analises, com
a quantificacao de esterdis foi finalmente possivel confirmar que esta amostra

foi fraudada com azeite de oliva refinado.

E importante ressaltar ainda que, pelo fato das andlises de ECN42 e
estigmastadieno praticamente ndo serem executadas pela maioria dos
laboratérios de controle de qualidade, a amostra L ndo seria apontada como
adulterada, uma vez que as outras analises ndo detectaram esta fraude. No
entanto, uma excecao para este caso € o Instituto Adolfo Lutz, que realiza a
determinacao da diferenca do ECN42 experimental e tedrico como rotina.

Amostra P: de maneira semelhante a amostra anterior, este azeite também nao
apresentou caracteristicas de uma amostra adulterada durante a realizacéo
das analises de critérios de qualidade, composicdo em &cidos graxos e

isdmeros trans.

Entretanto, ndo ha duvidas de que a amostra P foi fraudada quando se analisa
o resultado das andlises de ECN42 e estigmastadieno. Ambas confirmaram
qgue esta amostra era adulterada com 6leo vegetal refinado. A quantificagao de
esterdis, por sua vez, apresentou um perfil que colocou em duvida sobre o

agente adulterante desta amostra.
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Por isso, foi possivel supor que a amostra P tenha sido adulterada com azeite
de oliva refinado (por causa do resultado apresentado na anélise de ECN42),
6leo de soja (resultado de estigmastadieno) ou até mesmo a mistura dos dois
6leos (resultado de esterois).

Amostra S: as analises de acidos graxos livres e indice de peroxido, realizadas
para esta amostra apresentaram étimos resultados. Por outro lado, os valores
da extincao especifica foram aceitaveis, por apresentarem valores um pouco
acima do permitido para o comprimento de onda de 270 nm sem alumina e AK.
Para os critérios de pureza, todas as analises apresentaram resultados
satisfatorios e, por este motivo, pode-se afirmar que a amostra S nao é
adulterada.

Amostra V: quanto aos critérios de qualidade, esta amostra apresentou alto
valor nas andlises de acidos graxos livres e diferenca AK. Com relacdo ao perfil
em &cidos graxos, a amostra V apresentou alguns valores acima do
estabelecido por Legislacdo, mas este paradmetro isoladamente nao foi capaz

de afirmar se este azeite era realmente adulterado.

No entanto, os resultados apresentados pela soma dos isbmeros trans oléicos
e pela soma dos isébmeros trans linoléico e linolénico mostraram evidéncias de
que esta amostra era fraudada com algum 6leo vegetal refinado, e que talvez
fosse o préprio azeite de oliva refinado.

A anadlise de ECN42 ndo detectou a fraude desta amostra, mas este
comportamento é bastante esperado quando se trata de uma adulteracdo com
azeite de oliva refinado. Por outro lado, a analise de estigmastadienos
confirmou a adicdo de 6leo vegetal refinado e a quantificacdo de esterois

mostrou que a amostra V realmente foi adulterada com azeite de oliva refinado.
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» Amostra X: esta amostra apresentou bons resultados para os critérios de
qualidade, apesar de terem mostrado valores muito préximos aos limites
maximos permitidos para as analises de acidos graxos livres, indice de
peréxido e extincdo especifica. Deve-se considerar, ainda, que a extincao
especifica no comprimento de onda de 270 nm sem alumina ultrapassou o
limite maximo estabelecido pela Legislacdo, sendo o Unico parametro capaz de

levantar alguma suspeita de adulteracao da amostra X.

A composigao em acidos graxos, o teor de isbmeros trans, a determinagao da
diferenca do ECN42 experimental e tedérico e a quantificacdo de
estigmastadieno apresentaram valores dentro do limite permitido.

Mesmo assim, devido aos resultados obtidos estarem muito préximos ao limite
estabelecido para varias andlises, realizou-se a metodologia de identificacao
dos esterodis, um parametro a mais para identificar ou descartar a hipétese de

uma possivel fraude nesta amostra.

O resultado apresentado pela quantificagao esterdlica certificou que a amostra
X nao era adulterada e, além disso, comprovou que os limites estabelecidos
pela Legislacdo sdo bem definidos e confiaveis, especialmente para a andlise
de estigmastadienos.

» Amostra Bb: os resultados dos critérios de qualidade para esta amostra foram
muito ruins. A analise de acidos graxos livres apresentou um valor bastante
alto e a extincdo especifica, por sua vez, mostrou valores muito acima do

estabelecido por Legislacao para todos os comprimentos de onda avaliados.

As analises de composicdo em acidos graxos e isbmeros frans nao foram
capazes de identificar a adulteracdo da amostra Bb. Por outro lado, a analise
de ECN42 e a quantificacdo de estigmastadienos permitiram a deteccao de
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fraude nesta amostra, embora os valores apresentados estivessem préximos

aos limites estabelecidos.

O perfil de esterdis, assim como ocorreu na amostra P, também gerou divida
em relacdo ao agente adulterante utilizado. Os resultados anteriores sugeriam
a presenca de 6leo de soja, pois o teor de &cido linolénico estava muito
proximo do limite maximo permitido e, principalmente, pelos resultados muito
ruins da extingao especifica. Esta Ultima andlise nao foi capaz de afirmar se o
agente adulterante era uma mistura de Oleos vegetais ou ndo, apenas
conseguiu detectar com certeza a presenca de Oleo vegetal refinado,
descartando a possibilidade de fraude exclusiva com azeite de oliva refinado.

Amostra Cc: a deteccao da adulteracao deste azeite foi possivel, unicamente,
pela quantificacdo de estigmastadieno, uma vez que o resultado obtido estava
acima do limite permitido por Legislacéo.

As analises de qualidade (acidos graxos livres, indice de peroxido e extingcao
especifica), mais uma vez, ndo foram capazes de identificar irregularidades
nesta amostra, apesar da extincdo especifica a 270 nm estar acima do
permitido.

As anadlises de composicdo em &cidos graxos, isbmeros frans e a
determinacao da diferenca do ECN42 experimental e teérico, também nao
conseguiram detectar nenhum tipo de fraude na amostra Cc. O dleo
adicionado a esta amostra s6 pode ser confirmado através do perfil em
esterdis, que apontou como agente adulterante o préprio azeite de oliva
refinado.
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