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RESUMO — Aos compostos fenolicos do azeite de oliva sdo atribuidos beneficios & saude como
prevencédo de diversas doencas, além de estarem relacionados as caracteristicas sensoriais do produto. Como a
producdo de azeites de oliva é recente no Brasil ainda ndo se tém um perfil de qualidade definido, logo o
objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de compostos fendlicos por LC-MS/MS em azeites de oliva extra
virgem monovarietais produzidos no sul do Rio Grande do Sul. Foram identificados oito compostos fenolicos,
sendo os flavonoides o grupo mais abundante em todas as espécies avaliadas. A apigenina representa 75% do
total dos compostos fenolicos avaliados na cultivar Arbosana e a luteolina foi o segundo composto mais
abundante nas amostras de azeites. O hidroxitirosol foi Gnico composto identificado abaixo do limite de
quantificacdo. A cultivar Arbequina apresentou maior teor de &cidos fendlicos, com excecdo do &cido vinilico,
onde o maior teor foi observado na cultivar Arbosana. O flavonoide apigenina foi encontrado em maior
concentragdo na cultivar Arbosana, enquanto que a luteolina e o tirosol predominaram na cultivar Arbequina.
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1 INTRODUCAO

O azeite de oliva é o produto da extragdo de frutos de azeitona e é considerado uma das melhores fontes
de &cidos graxos e antioxidantes naturais, como compostos fenolicos e tocoferdis. Sua composicao se divide em
duas fragOes: a fracdo saponificavel (98-99%) e a fracdo ndo saponificavel (1-2%). A primeira consiste em
triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos livres, enquanto que a fracdo ndo saponificavel é
formada por pigmentos, compostos volateis, polifendis, tocoferdis e esterdis. Dentre esses Ultimos, 0s
compostos fendlicos tém despertado interesse devido as suas propriedades antioxidantes e varios estudos tém
sido realizados demonstrando seus efeitos benéficos (BALLUS et al., 2014; TORRECILLA et al., 2015).

Os compostos fendlicos de azeites de oliva extra virgem (sigla do inglés EVOOQO) sdo metabdlitos
especializados aos quais sdo atribuidos diversos beneficios como prevencdo de doenga cardiaca coronaria,

doencas cronicas, cancer, inflamacéo cronica, derrames e outras doencas degenerativas (SERVILI et al., 2014;
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FUENTES et al, 2018). Além disso, contribuem nas propriedades sensoriais como sabor e aroma, visto qUe

estéo relacionados a adstringéncia e ao amargor (FUENTES et al., 2018).

Os polifendis sdo os principais compostos responsaveis pela atividade antioxidante em EVOO onde
oleuropeina e derivados ligstrosidicos sdo os mais abundantes. A presenca destes antioxidantes no EVOO
dependem de fatores agrondmicos e climaticos (FUENTES et al., 2018). Os antioxidantes presentes no EVOO
atrasam a reacdo de auto-oxidacdo, inibindo a formacédo de radicais livres ou interrompendo a propagacdo dos
mesmos (FUENTES et al., 2018).

A producdo de EVOO esta concentrada nos paises Mediterranicos, como a Espanha, Italia e a Grécia,
onde se encontra 0 maior volume de producdo. Recentemente, paises fora do Mediterraneo iniciaram producao
de azeite de oliva. Seguindo essa tendéncia, o Brasil comegou sua producdo, atualmente sdo cultivados cerca de
3000 hectares, divididas em areas localizadas nas regides sul e sudeste do pais. Porém, os azeites produzidos no
pais ainda ndao tém um perfil de qualidade estabelecido. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de
compostos fendlicos por LC-MS/MS em azeites de oliva extra virgem monovarietais produzidos no sul do Rio
Grande do Sul.

2 MATERIAL E METODOS

Foram analisados azeites de oliva monovarietais das variedades Frantoio, Koroneike e Picual da safra
de 2017, cultivadas no municipio de Pinheiro Machado, RS (coordenadas geograficas: 31° 34' 42" S e 53° 22'
52" W: 439 m de altitude). A extracdo dos azeites foi realizada no laboratério de azeites da Embrapa Clima
Temperado, utilizando o sistema Abencor, através da ruptura e centrifugacdo dos frutos, constituido de um
moinho MM-100, um termobeater TB 100 e uma centrifuga CF-100 (MC2, Ingenieria y Systemas, Sevilha,
Espanha) com posterior decantacdo e filtracdo. Ap6s as amostras foram embaladas em fracos &mbar e
transportadas até o Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM).

Para extracdo dos compostos pesou-se 2,50 g de azeite e adicionou-se 2,0 mL de uma mistura
metanol:agua (70:30) e 2,0 mL de hexano. Agitou-se vigorosamente por um minuto e manteve-se sob agitagdo
lenta por mais 20 minutos. Ap0s este periodo realizou-se a centrifugacdo da amostra a 7000 x g a 4,0 °C por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado através de membrana de nylon 0,22 pm (AllCrom, St. Louis,
Mo, EUA).

Dez microlitros do extrato foram injetados em cromatografo a liquido de ultra-alta eficiéncia
(Shimadzu, Prominence) acoplado a espectrdmetro de massas de alta resolucéo (tipo quadrupolo-tempo de vbo)
(Impact HD). Os compostos foram separados em uma coluna Luna C18, utilizando solugdo de &cido férmico em
agua (0,1% vlv, eluente A) e de acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico (eluente B) como fase
mével. O fluxo utilizado foi de 0,2 mL min™ e a temperatura da coluna foi de 40 °C. Para separagéo foi utilizado
um gradiente: 0,00 min — 10% B, 0,01 — 10,00 min, 75% B, 15,00 — 18,00 min, 90% B, 18,00 — 21,00, 90% B,
21,01- 23,00 min, 10% B, permanecendo por 7 minutos nessa condicao.

O espectrometro de massas foi operado no modo negativo, com espectros adquiridos ao longo de uma
faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os parametros de aquisi¢do foram: voltagem do capilar 4 kV, pressao do gas

de nebulizacdo (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8 L min™', temperatura da fonte de 180°C, colisio de RF de
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150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de

sodio 10mM, cobrindo toda a faixa de aquisicao de m/z 50 até 1200. Além disso, experimentos automaticos de
MS/MS foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35
eV; m/z 1000, 50 eV, e usando nitrogénio como gas de colisao.

A identificacdo dos compostos acido cafeico, acido ferulico, acido hidroxibenzdico, acido p-cumarico,
acido vanilico, acido siringico, apigenina, hidrotirosol, luteolina e tirosol foi realizada por comparagdo com
padrdes externos (Sigma Aldrich) e curvas de calibracdo foram utilizadas para quantificacéo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativos aplicou-se o teste

de Tukey a 5% de probabilidade para a comparagdo de médias utilizando o software Statistic versao 8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada por espectrometria de massas no modo de
ionizagdo negativo e padrbes comerciais foram utilizados para confirmagdo dos mesmos. A Tabela 1 apresenta
os dados dos 8 compostos identificados nas amostras de azeites de oliva, incluindo tempo de retengdo, formula
molecular, m/z experimental e tedrico, erro e mSigma. Entre os &cidos fenolicos, encontram-se trés derivados do
cido hidroxibenzdéico (acido hidroxibenzoico [M-H] m/z 137,0248, &cido vanilico [M-H] m/z 167,0357, &cido
siringico [M-H]" m/z 197,0450) e trés derivados do &cido hidrocindmico (&cido cafeico [M-H] m/z 179,0352,
acido p-coumarico [M-H] m/z 163,0411 e acido ferulico [M-H]" m/z 193,0515). No grupo dos flavonoides,
foram identificados duas flavonas (apigenina [M-H] m/z 269,0455 e luteolina [M-H]" m/z 285,0426). Além
disso, dois alcoois fendlicos foram encontrados (hidroxitirosol [M-H]" m/z 153,0560 e tirosol [M-H]" m/z
137,0608).

Tabela 1: Compostos fendlicos identificados LC-MS/MS em azeites extra virgem monovarietais

Identificacdo TR [min] l\iglrenc]tjjllgr m/z Experimental m/z Tedrica (Egg) mSigma
Acido hidroxibenzoico 7,94 C7/Hs0, 137,0248 137,0244 3,0 54
Tirosol 8,05 CgH100, 137,0616 137,0608 6,1 19,7
Acido cafeico 8,49 CyH;0, 179,0352 179,0350 -1,2 24,9
Acido vanilico 8,60 CgH/O,4 167,0357 167,0350 4,1 14,2
Acido p-coumarico 9,30 CyH-,04 163,0411 163,0401 6,2 7,2
Luteolina 10,66 Ci5HgOs 285,0426 285,0405 7,3 37,0
Acido ferulico 9,72 C1oHgO4 193,0515 193,0506 4,3 23,2
Acido siringico 9,95 CoHoOs 197,0450 197,0455 2,0 19,9
Hidroxitirosol 11,19 CgHy0O4 153,0560 153,0557 1,9 13,5
Apigenina 11,30 Ci5sHgOs5 269,0468 269,0455 4,7 13,2

TR - tempo de retencdo
mSigma - semelhanga de perfil isotpico — quanto menor o valor maior a similaridade
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A quantificacéo dos compostos fendlicos nas amostras de azeites esta apresentada na Tabela 2. Entre os

compostos avaliados, os flavonoides foram o grupo mais abundante em todas as espécies avaliadas, apigenina
representa 75% do total dos compostos avaliados na cultivar Arbosana. O teor de luteolina variou de 1,2
(Coratina) a 5,4 (Arbequina) mg kg™ e foi 0 segundo composto mais predominante em amostras de azeites. Os
outros compostos quantificados representam menos de 30% do conteddo total em todas espécies. Hidroxitirosol
foi Unico composto identificado abaixo do limite de quantificacéo.

A cultivar Arbequina apresentou maior teor de &cidos fendlicos em relagdo as outras cultivares
avaliadas, com excegdo do &cido vinilico, onde a maior teor foi observado na cultivar Arbosana. O flavonoide
apigenina foi encontrado em maior concentracdo na cultivar Arbosana, enquanto que a luteolina e o tirosol o

maior teor foi na cultivar Arbequina.

Tabela 2: Quantificagdo dos compostos fendlicos (mg kg™) em azeites extra virgem produzidos no Sul

do RS
Compostos Arbequina Arbosana Coratina

Acido cafeico 0,02 + 0,00 0,01 +0,00° 0,01%0,00°
Acido ferulico 0,15 % 0,00 0,08 + 0,00° 0,07 +0,00°
Acido Hidroxibenzoico 1,77 +0,01° 0,51+ 0,00° 0,69 + 0,00
Acido p-coumarico 0,61 + 0,07 0,12 +0,00° 0,20 +0,01°
Acido siringico 1,09 + 0,05° 0,15 +0,01° 0,10 +0,01°
Acido vanilico 0,27 +£0,01° 0,44 + 0,012 0,28 +0,01°
Apigenina 48+0,2° 16,8 +1,3? 1,4 +0,10°

Hidroxitirosol NQ NQ NQ
Luteolina 5,40 + 0,12 4,0+0,37° 1,22 +0,03°
Tirosol 0,83+00° 0,16 + 00" 0,12 + 0,00°

*Meédias de trés repeticGes *+ desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra minGscula na linha ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NQ — ndo detectado, abaixo do limite de detec¢do.

Os compostos fenolicos sdo importantes na estabilidade oxidativa dos azeites, além de contribuir nas
caracteristicas sensoriais, visto que sdo responsaveis pelo amargor dos azeites. Esses compostos sao
influenciados por vérios fatores como cultivar, grau de maturacdo, condigdes edafocliméticas e condicGes de
processamento.

Ballus et al. (2015) avaliaram o perfil de compostos fendlicos de diferentes cultivares (Arbequina,
Koroneike, Manzanilha e Coratina) e observaram que a cultivar Coratina cultivada no RS apresentou o maior
teor desses compostos. Estes resultados diferem dos encontrados nesse trabalho, onde a cultivar Coratina foi a
que apresentou menor teor dos compostos avaliados.

Peres et al. (2016) avaliaram compostos fendlicos individuais em diferentes estadios de maturagdo e

observaram que azeites provenientes de estadios iniciais de maturacdo apresentam os maiores teores. A analise
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de compostos fenolicos também foi utilizada para discriminagdo de origem de azeites no Marrocos (BAJOUé et

al., 2015).

Romero et al. (2016) ao avaliarem a influéncia da cultivar, estddio de maturacdo e origem geogréafica
sobre o teor de compostos fenolicos de azeites chilenos observaram que a origem geografica (clima) foi o que
mais influenciou na concentracdo dos compostos. Esses resultados sdo o oposto de azeites produzidos na bacia
do Mediterraneo, onde as cultivares e ndo a proveniéncia geografica explica a grande variabilidade dos
compostos (SERVILI et al., 2014).

Franco et al. (2014) avaliaram azeites espanhois de diferentes cultivares e observaram para cultivar
Arbequina 1,34 e 1,95 mg kg™ de hidroxitirosol e tirosol, respectivamente. No presente trabalho, foram
observados valores inferiores de hidroxitirosol e tirosol para cultivar arbequina. Dentre varios fatores que
influenciam o perfil de compostos fendlicos destaca-se a precipitacdo pluvial, onde na Espanha é de 293 a 677 e
no Brasil de 1330 a 1691 mm. Com isso, 0 maior contelido de &gua nas azeitonas, diminuem a concentracdo de
compostos fendlicos no azeite, devido esses compostos apresentarem maior afinidade com a 4gua em relagéo ao

6leo.

4 CONCLUSAO

Foram identificados e quantificados por LC-MS oito compostos fendlicos e dentre eles os flavonoides
apigenina e luteolina foram os compostos predominantes nos azeites independente da cultivar. A cultivar
Arbequina apresentou maior teor de compostos fendlicos comparado as outras espécies avaliadas. Estes
resultados demonstram que a além do fator ambiental a ha contribuicdo genética para variabilidade de

composicao fendlica em azeites.
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