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Editorial

Pedro Portugal Gaspar
Inspetor Geral da ASAE

A drea cientifica da ASAE tem sido uma vertente da atua-
¢do desta autoridade menos conhecida do cidaddo. Esta
tendéncia tem vindo a ser contrariada e tem estado a
receber uma forte aposta neste novo ciclo de gestdo. A
razdo para tal prende-se com o facto de, estrategicamen-
te, este enfoque permitir obter informacgao util quer da
area laboratorial quer da avaliacdo de riscos, com dados
estatisticos, que sustenta tecnicamente a atividade
operacional.

Na realidade, a ASAE sendo uma autoridade que relne
em termos de competéncias todas as vertentes da anali-
se de risco, nomeadamente a avaliacdo, a gestdo e a
comunicagdo de risco, tem que assumir uma estratégia
integrada usando para esse efeito todas as ferramentas
disponiveis para que a sua atuagdo seja adequada,
coerente e proporcional ao risco.

Nessa perspetiva a ASAE tem em desenvolvimento um
plano de atividades relativo a drea cientifica que permiti-
ré durante este ano, concluir estudos que servem os
interesses dos consumidores e que contam com a cola-
boragdo dos membros do Conselho Cientifico e dos
painéis tematicos, contribuindo assim para uma avalia-
¢do mais completa. Como sabemos, a ciéncia ndo se
coaduna com individualismo, sendo que apenas com a
discussdo de varios pontos de vista se podera ter resulta-
dos consistentes.

E assim com muito orgulho que acompanho a sétima
edicdo da revista cientifica “Riscos e Alimentos”, desta
vez dedicada ao azeite, e que mais uma vez contou com
a preciosa colaboragdo do Conselho Cientifico e Painéis
tematicos, bem como de outros autores, o que veio em
muito engradecer esta publicagdo.

O tema escolhido, e tal como referido no primeiro para-
grafo, prende-se com a informacdo laboratorial que foi
sendo colhida nos ultimos tempos e que nos levou a
identificar um assunto a ter destaque em termos de co-
municagdo de risco.

Quero agradecer publicamente a todos quantos contri-
buiram para que a edigdo desta revista fosse possivel.
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Seminario “Avaliagao de Riscos e Atividade Laboratorial na Seguran¢a dos Alimentos”

Graca Mariano

Diretora de Servigos
Departamento de Riscos Alimentares e Laboratdrios/ASAE!

A ASAE organizou no dia de 25 de Junho de 2014, no Cam-
pus do Lumiar o Seminario subordinado ao tema “Avaliagdo
de Riscos e Atividade Laboratorial na Seguranga dos Ali-
mentos”. Este semindrio contou com a participa¢do de S.
Ex.2 o Secretario Estado Adjunto e da Economia, Dr. Leonar-
do Mathias, bem como representantes das diversas entida-
des nacionais e europeias relacionadas com a avaliacdo de
riscos e atividade laboratorial na seguranga de alimentos.

Durante o seminario realizou-se a ceriménia de tomada de
posse, respetivamente do Conselho Cientifico da ASAE? e
dos membros dos cinco Painéis Temdticos: Aditivos e Conta-
minantes da Cadeia Alimentar; Alimentag¢do, Saude e Bem-
Estar Animal; Nutrigdo e Alergias Alimentares; Riscos Biol6-
gicos; Fitossanidade e OGMs. Considera-se assim, que estdo
reunidas as condi¢Ges organizativas para que o Conselho
Cientifico coadjuvado pelos Painéis tematicos possam ter
uma participagdo ativa no processo da avaliagdo de risco,

nomeadamente na emissdo de pareceres cientificos, na area

da seguranga alimentar.

O seminario foi constituido por quatro painéis compostos
por oradores de diferentes entidades publicas ou privadas
intervenientes nos diferentes temas:
1. A avaliagdo e Comunicacdo de Risco em Portugal (CC da
ASAE);

2. Cooperacio Cientifica no Panorama Europeu (EFSA3, AECO-
SAN®, ASAE);

3. Perspetivas da atividade Laboratorial em Portugal (INIAV®,
GLOBALAB, SGS, ASAE, INFARMED®, RELACRE’ e BIOPREMIER;

4. Acreditacdo na Atividade Laboratorial (IPAC?, RELACRE, ASAE).

A recolha e anélise de dados que possibilitem a caracteriza-
¢do e a avaliagdo dos riscos na seguranga alimentar, o asse-
gurar a comunicagdo publica e transparente dos riscos e a
promogao e divulgacdo da informagdo sobre seguranca ali-
mentar junto dos consumidores, sdao parte integrante da
vertente preventiva da ASAE. Neste ambito, a ASAE é o or-
ganismo nacional de ligagdo com as suas entidades congé-
neres, quer a nivel europeu quer internacional, atuando
como ponto focal da EFSA em Portugal para questdes técni-
cas e cientificas relacionadas com avaliagdo e comunicagdo
de risco em seguranc¢a alimentar. Assim, a EFSA também
esteve representada no painel Il, através da presenca do Dr.
Sérgio Rodeia que apresentou o tema: “Instrumentos para a

cooperacdo cientifica entre Portugal e a EFSA”.

Pretendeu-se com este seminario dar também enfoque a
acreditagdo como ferramenta fundamental de apoio ao con-
trolo oficial, quer a nivel de prevencdo quer a nivel da inspe-
¢do. Nesta perspetiva, o ultimo painel do seminario, foi
construido tendo em conta os laboratérios acreditados da
ASAE e os diferentes parceiros no contexto da atividade
laboratorial. Como corolario deste painel, foi identificada a
importancia da acreditacdo, como garante da credibilidade
do controlo dos géneros alimenticios colocados no mercado.
Os laboratdrios da ASAE tem ja um historico de 15 anos
acreditagdo, e um anexo técnico com 121 ensaios laborato-
riais acreditados.

! DRAL/ASAE - Departamento de Riscos Alimentares e Laborato-
rios/Autoridade de Seguranga Alimentar e Econdmica

2CC ASAE - Conselho Cientifico da Autoridade de Seguranga
Alimentar e Econémica

3EFSA - Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos

* AECOSAN - Agéncia Espanhola de Consumo, Seguranga Alimentar
e Nutricao

> INIAV - Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria

® INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Saude

” RELACRE - Associagdo de Laboratdrios Acreditados de Portugal

8 |PAC - Instituto Portugués de Acreditagdo
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Azeite e saude

Marina Rodrigues?, Ana Ferreiral, Marta Rocha', Patricia Padrdo', Pedro Graca®
! Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacdo, Universidade do Porto

Na bacia do Mediterraneo, o azeite, aliado aos cereais inte-
grais, a hortofruticolas, a frutos gordos e a quantidades mo-
deradas de carnes magras (preferencialmente brancas), pes-
cado, vinho tinto e laticinios, constitui um padrdo alimentar
potenciador de saude, com beneficios marcados na longevi-

dade das populagdes @,

A Alimentacdo Mediterranica (AM), considerada Patrimonio
Imaterial da Humanidade pela UNESCO em dezembro de
2013, foi primeiramente descrita nos anos 50-60 pelo pro-
fessor Ancel Keys, que observou menor incidéncia de morbi-
lidade e mortalidade por doenca corondria nas populagdes
da regido do Mediterraneo, comparativamente aos EUA e
aos paises do norte da Europa 23 Efetivamente, na atuali-
dade a evidéncia cientifica é crescente no que respeita a
associa¢do entre a adog¢do da AM como padrao de alimenta-
¢do e a diminuicao do risco de desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, cardio e cerebrovasculares, de diabe-
tes mellitus tipo 2, obesidade e de vdrios tipos de cancro -
® Sendo o azeite um componente-chave da AM, os benefi-
cios referidos devem-se em parte ao seu consumo pelas
populacdes do Mediterrdaneo como principal fonte de gordu-
ra alimentar, ja que este é constituido por varios compostos
bioativos (acido oleico, compostos fendlicos, esqualeno,
entre outros) que conferem a este alimento propriedades
anti-inflamatdrias, antioxidantes e anticancerigenas muito

(9-13)

particulares , € que exprimem a sua atividade maxima

na variedade “virgem extra”.

De facto, os trabalhos iniciais sobre os efeitos benéficos do
consumo de azeite foram atribuidos quase exclusivamente a
sua elevada composicdo, cerca de 78,6%, em acidos gordos
monoinsaturados. Contudo, e progressivamente, foram sen-
do valorizados os seus componentes minoritarios como fos-
folipidos, ceras, hidrocarbonetos, pigmentos, esterdis
(vulgarmente chamados de fitoesterdis), o esqualeno (o
hidrocarboneto mais importante), tocoferdis e compostos
fendlicos. Entre estes vale a pena destacar os alcoois fendli-
cos (como o hidroxitirosol e o tirosol), a oleuropeina e o

(14)

oleocantal pela sua forte bioatividade ™. Substancias como

o hidroxitirosol ou a oleuropeina sdo potentes agentes anti-
oxidantes podendo explicar a capacidade protetora sobre a
célula ™. Por sua vez, a atividade anti-inflamatoria atribuida
ao oleocantal parece provocar uma diminuigdo de alguns

. . ;. 16, 17
mediadores inflamatérios ** 7).

Desta forma, deve privilegiar-se o seu consumo, ndo s6 a
nivel da culindria (cozinhados e temperos), mas também nas
entradas ou nos lanches, seguindo-se o exemplo espanhol
do pao rustico com tomate, alho, orégdos e azeite em detri-
mento de manteigas, patés e outros molhos com pouco in-

teresse nutricional %8,

Em suma, o consumo de azeite, sobretudo como parte inte-
grante da AM e de um estilo de vida saudavel, tem sido as-
sociado a uma diminui¢do da probabilidade de ocor-réncia
de alguns cancros, doencas cardiovasculares (especialmente

o azeite virgem extra™)

, doengas neurodegenerativas e
diabetes mellitus tipo 2 (13,20, 21) Curiosamente, alguns estu-
dos mostram que, embora o azeite seja uma gordura e por
isso com 9kcal por grama, o seu consumo nao parece au-
mentar o risco de desenvolver excesso de peso ou obesida-
de (22), podendo até diminuir o risco de obesidade infantil

(23)

em criangas — é, todavia, fundamental ampliar a investi-

gacdo a este nivel.
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Pesticidas no azeite virgem: qual o risco?

Sara C. Cunha, José O. Fernandes

REQUIMTE, Laboratdério de Bromatologia e Hidrologia, Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porto

Resumo

O combate a doencas, pragas e infestantes nos olivais faz-
se, na maioria das vezes, com o recurso ao uso de pesticidas,
ndo sendo assim de estranhar a presenca dos respetivos
residuos nos azeites. Esta presenca de residuos de pesticidas
depende, entre outros fatores, da natureza da molécula
ativa, das condi¢Ges de aplicacdo (dose, periodicidade, mo-
do de agdo e de penetragdo), do intervalo de tempo decorri-
do entre o ultimo tratamento e a colheita da azeitona e do

tipo de processamento efetuado.

Neste artigo procurar-se-a abordar de uma forma concisa a
importancia de cada um desses fatores na avaliacdo da se-
gurancga alimentar do azeite. Procurar-se-a ainda responder
as duvidas sobre se os azeites virgens sdo mais ou menos
suscetiveis a presenca de residuos de pesticidas quando

comparados com os azeites refinados.

Introdugao

Os olivais sdo frequentemente afetados por um sem nime-
ro de pragas (algoddo da oliveira, o barrador, a cochonilha
preta, a escama da oliveira, a traca da oliveira, a mosca da
oliveira, entre outras) e por doencgas (como a gafa, o olho de
pavao, a tuberculose e o escude), responsdveis por perdas
na producdo de azeitonas tanto em termos quantitativos
como da qualidade da matéria-prima, com as naturais reper-
cussGes no azeite produzido. O controlo do fitossanitario
dos olivais é por isso fundamental para assegurar a manu-
tencdo da rentabilidade e da qualidade. Na maioria das ve-
zes o combate a pragas, doencas e infestantes nos olivais faz

-se com o recurso ao uso de pesticidas.

Sob a designacdo genérica de pesticidas incluem-se uma
série de substancias de natureza quimica diversa, geralmen-
te dotadas de elevada toxicidade para o homem, que apre-
sentam distintas fungdes e uma ac¢do bioldgica diferenciada
e que podem ser classificadas segundo diferentes critérios.
O sistema de classificagdo mais comum divide os pesticidas

em trés grandes familias, de acordo com o tipo de organis-

mo a combater: inseticidas, fungicidas e herbicidas. Podem
referir-se ainda, sem pretensdo de sermos exaustivos, ou-
tras familias de menor significado como os nematocidas, os
moluscicidas, os acaricidas e os rodenticidas. No grupo dos
inseticidas (alguns dos quais apresentam também proprie-
dades nematocidas e acaricidas) incluem-se diferentes gru-
pos de compostos, classificados de acordo com a respetiva
estrutura quimica, como por exemplo os organoclorados, os
organofosforados, os carbamatos e os piretréides. Os fungi-
cidas incluem, entre outros, compostos como os benzimi-
dazdis, os diazdis e os ditiocarbamatos. Os compostos nitra-
dos, os carbamatos, as ureias e as triazinas constituem al-
guns das classes de compostos pertencentes a familia dos
herbicidas (Cunha, 2007).

Na Unido Europeia (EU) foram publicadas recentemente
quatro medidas legislativas que fazem parte da designada
“Estratégia Temadtica da Utilizagdo Sustentdvel dos Pestici-
das” que tem por principais objetivos: i) avangar na reducdo
gradual do impacto dos pesticidas na saide humana e no
meio ambiente, ii) melhorar o controlo da utilizagdo e distri-
buicdo de pesticidas, iii) reduzir os niveis de substancias ati-
vas prejudiciais ao homem, iv) incentivar o uso de boas pra-
ticas agricolas, v) estabelecer um sistema transparente de
comunicagdo e acompanhamento dos progressos realizados
no cumprimento das medidas anteriores. Este pacote legis-

lativo inclui:

e um Regulamento (1107/2009) relativo a coloca¢do de pro-
dutos fitofarmacéuticos no mercado (que substitui a diretiva
91/414/CEE);

e uma Diretiva (128/2009) relativa a utilizagdo sustentavel
dos pesticidas; desde 1 de Janeiro de 2014 todos os agricul-
tores profissionais estdo obrigados a seguir os principios da
Protecdo Integrada, o que significa uma gestdo adequada e
integrada de todos os meios de luta disponiveis no quadro

de uma Boa Pratica Fitossanitaria;
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* um Regulamento (1185/2009) relativo as estatisticas sobre
pesticidas, que permite ter a disposicdo estatisticas comuni-
tdrias harmonizadas e compardveis sobre as vendas e a utili-

zacdo de pesticidas;

e uma Diretiva (2009/127/CE) que veio alterar a chamada
Diretiva “méquinas” (2006/42/CE) que se traduz na introdu-
cdo de requisitos adicionais de protecdo ambiental aplica-
veis a colocagdo no mercado e a entrada em servico das

maquinas de aplicacdo de pesticidas.

Ndo obstante a legislagdo atualmente existente, a presenca
de residuos de pesticidas nos azeites e outros alimentos
continua a constituir um risco para a saude humana, pois os
mesmos podem interferir com os sistemas reprodutivos e
com o desenvolvimento do feto e, em alguns casos, apre-
sentam a capacidade de causar diversos tipos de cancro
(Gilden et al. 2010), representando por conseguinte uma das
principais preocupacdes de saude publica relacionadas com
a ingestdo de alimentos. Dados relativos a avaliagdo de resi-
duos em diferentes alimentos obtidos nos paises da Unido
Europeia, referentes a 2011, mostram que, das 12 000
amostras analisadas, 53,4% ndo apresentavam residuos,
44,7% apresentavam teores de residuos inferiores aos Limi-
tes Maximos de Residuos (LMR) estipulados e apenas 1,9%
apresentavam teores de residuos superiores aos LMR (EFSA
2014). O LMR representa a quantidade maxima permitida
em que um pesticida pode existir num determinado produto
agricola. Em Portugal, os LMR sdo estabelecidos por lei e
publicados em Didrio da Republica com base na legislagdo
da UE (Regulamento 396/2005), sendo por norma institui-
dos para alimentos ndo processados. No caso dos azeites, os
valores estipulados sdo os que se aplicam as azeitonas desti-
nadas ao fabrico de azeite. Nos olivais os inseticidas e fungi-
cidas sdo os pesticidas mais usados para controlar pragas e
doengas fungicas, respetivamente. Entre os inseticidas usa-
dos nos olivais temos o fentido, fosmete, dimetoato, meti-
dationa, carbaril, malatido, deltametrina, que pertencem ao
organofosforado, carbamato, organoclorados, piretréides e
outras classes quimicas. Fungicidas (por exemplo, fosetil-Al,
benomil) muitas vezes incluem ftalimidas, triazdis, imidazdis,
sulfamidas e outras classes quimicas (Tomlin, 2003). Outro
tipo de pesticidas com grande aplicagdo nos olivais sdo her-
bicidas sulfoniluréias (por exemplo, éteres difenil), como é

apresentado no quadro 1.

Tabela 1- Pesticidas nos azeites

Pesticidas Grupo quimico Acéo
Etil-azinfos Organofosfato Inseticida/Acaricida
Azadiractina Tetranortriterpendides Inseticida
Carbaril Carbamato Inseticida
Clorpirifos Organofosfato Inseticida
a-Cialotrina Piretroide Inseticida
a- Cipermetrina Piretroide Inseticida
Deltametrina Piretréide Inseticida
Diazindo Organofosfato Inseticida/Acaricida
Diflufenicdo Piretréide Inseticida
Dimetoato Organofosfato Inseticida/Acaricida
Diurdo Ureia Herbicida

Endossulfdo

Organoclorado

Inseticida/Acaricida

Etido Organofosfato Inseticida/Acaricida
Fenitrotido Organofosfato Inseticida
Eentido Organofosfato Inseticida
FormotiSo Organofosfato Inseticida
Lindano Organoclorado Inseticida
Malatiso Organofosfato Inseticida
Metidatido Organofosfato Inseticida/Acaricida
Ometoato Organofosfato Inseticida
Oxifluorfena Eter-difenil Herbicida
Paratizo Organofosfato Inseticida
Fosmete Organofosfato Inseticida/Acaricida
Pirimifos Organofosfato Inseticida/Acaricida
Terbutilazina Triazina Herbicida
Terbutrina Triazina Herbicida
Triclorfdo Organofosfato Inseticida

Os pesticidas quando aplicados nos olivais estdo sujeitos a
diferentes fatores, como ilustrado, na figura 1, que condicio-
nam a prevaléncia dos residuos resultantes nas azeitonas,
tais como a natureza da molécula ativa, as condi¢Ges de
aplicacdo (dose, periodicidade, modo de acdo e de penetra-
¢do), o intervalo de tempo decorrido entre o ultimo
tratamento e a apanha do fruto, as condi¢Ges ambientais, e
o tipo de armazenamento, transporte e processamento

efetuado.
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Geralmente, os pesticidas organofosforados apresentam um
elevado efeito toxico sobre as pragas; contudo, manifestam
igualmente elevada toxicidade aguda em mamiferos quando
comparados com os organoclorados e os carbamatos. Nao
obstante, os organofosforados sdo geralmente considerados
pesticidas seguros no tratamento das culturas devido a sua
degradacgao relativamente rapida, enquanto os organoclora-
dos evidenciam elevada persisténcia no ambiente e maior

capacidade de bioacumulagdo na cadeia alimentar.

Ap0Os a aplicagcdo o pesticida é absorvido pela superficie da
planta (cuticula cerosa e raizes superficiais) podendo ser
distribuido por todos os tecidos (pesticida sistémico) ou per-
manecer sobre a superficie da planta (pesticida de contac-
to). Enquanto ainda a superficie da planta (folhas ou frutos)
o pesticida pode sofrer volatilizacdo, fotdlise quimica e/ou
microbioldgica. Todos estes processos podem reduzir a con-
centragdo original do pesticida, mas também podem levar a
formagdo de outros compostos denominados metabolitos,

que podem ser mais ou menos téxicos que o original. A vola-

tilizagdo do pesticida ocorre geralmente imediatamente
apos a aplicacdo no campo. O processo depende da pressdo
de vapor do pesticida; pesticidas com alta pressao de vapor
tendem a volatilizar-se rapidamente para o ar, enquanto
aqueles com baixa pressdo de vapor tendem a permanecer
mais tempo na superficie da planta. A taxa de volatilizagdo
depende também de fatores ambientais, como a temperatu-
ra e a velocidade do vento. Quanto mais rapida for a veloci-
dade do vento e mais elevada for a temperatura, mais rapi-
damente ocorre a evaporagdo do pesticida. A fotdlise ocorre
quando as moléculas absorvem a energia da luz solar, resul-
tando na degradacdo do pesticida. Idéntica reagdo pode
ocorrer por via indireta em resultado da agdo sobre os pesti-
cidas de produtos resultantes da fotdlise de outros compos-
tos. Alguns pesticidas, por seu lado, podem ser degradados
pelo metabolismo microbiano. Os microrganismos podem
utilizar os pesticidas como “nutrientes”, decompondo-os,
assim, em dioxido de carbono e outros produtos metabdli-
cos (Holland e Sinclair 2004, Keikotlhaile e Spanoghe 2011).

Figura 1- Fatores que afetam os niveis de residuos de pesticidas nos azeites.
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Mesmo em idénticas condi¢Bes de aplicacdo (quantidade de
substéncia ativa e olival), o teor de residuos de pesticidas
nas azeitonas pode variar bastante entre os frutos, como
constataram Farris et al. (1992). A variabilidade registada
pode estar relacionada com o tamanho do fruto, com a culti-

var e também com o momento da apanha.

Durante o armazenamento, transporte e processamento dos
produtos agricolas pode ocorrer a dissipagdo ou a concen-
tracdo de residuos de pesticidas. Em muitos casos, os resi-
duos de pesticidas sdo destruidos pelo processamento ali-
mentar (aquecimento e esterilizacdo). Em alimentos com
elevado teor de gordura, contudo, pode ocorrer a sua con-

centragao.

A maioria dos produtos agricolas é consumida apenas apds
algum processamento. A lavagem e a limpeza, que s3o os
passos iniciais na maior parte dos procedimentos de proces-
samento, frequentemente reduzem os niveis de residuos,
particularmente no caso de pesticidas ndo sistémicos. Guar-
da-Rubio et al. (2006) observaram que a lavagem executada
rotineiramente nos lagares de azeite promovia a desconta-
minagdo superficial de herbicidas nas azeitonas colhidas do
chdo. Porém, mesmo apds a lavagem, o azeite obtido a par-
tir de azeitonas apanhadas do chdo apresentava concentra-
¢cOes de residuos de herbicidas superiores aos obtidos a par-

tir de azeitonas das arvores.

No processamento do azeite virgem, apds a limpeza e a lava-
gem das azeitonas para remocado de folhas e terras, segue-se
a moenda e a batedura em que a azeitona é triturada e
transformada numa massa homogénea, o que proporciona a
juncdo das goticulas de azeite que sdo extraidas posterior-
mente por decantagdo ou por centrifugacdo. Os azeites vir-
gens sdo obtidos, exclusivamente, a partir de processos me-
canicos e agrupam-se em trés categorias conforme o grau
de acidez livre e outros parametros (azeite virgem extra,
azeite virgem e azeite lampante). Em média para se obter 1
litro de azeite sdo necessarios 5 quilogramas de azeitonas,
pelo que qualquer residuo de pesticidas nas azeitonas pode
ser teoricamente concentrado 5 vezes. Farris et al. (1992)
reportaram que os pesticidas diazindo e metidatido se com-
portam dessa forma, tendo verificado ainda que para o pa-
ratido e o mecarbam, que apresentam igualmente grande
afinidade com os lipidos, o fator de concentragdo foi de ape-

nas 3 vezes. No entanto, na mesma experiéncia, o cloropiri-

fos apresentou o mesmo teor nas azeitonas e no azeite, en-
quanto que os residuos de dimetoato foram mais baixos nos
azeites do que nas azeitonas, o que poderd dever-se a sua
elevada solubilidade na dgua. De forma similar, Cabras et al.
(1997) mostraram que metil-azinfos, o diazindo, a metidatio-
na, o metil-paratido, a rotenona e o quinalfos apresentam
niveis mais elevados de residuos em azeites do que nas azei-
tonas. Um fator de concentragdo (residuos no azeite/ resi-
duos nas azeitonas) de 1.5 a 7 foi estabelecido em fungdo do
pesticida e da sua quantidade inicial nas azeitonas. De sali-
entar que o fator de concentragdo registado no azeite ndo
permitiu, contudo, em nenhum caso, que os teores regista-

dos ultrapassassem os LMRs estabelecido pela legislacdo.

Um estudo comparativo realizado ao longo de trés anos em
amostras de azeite obtidas a partir de olivais gregos conven-
cionais e olivais convertidos a agricultura bioldgica permitiu
concluir que nos olivais convencionais os teores de residuos
permaneceram constantes ao longo dos trés anos, enquanto
que nos olivais de agricultura bioldgica decresceram 84% no
caso do fentido e 90% no caso do dimetoato (Tsatsaki et al.
2003). Em qualquer dos casos ndo foram ultrapassados os

LMR estipulados por legislagdo.

Num outro estudo de trés anos realizado na Grécia por Bo-
titsi et al. (2004), referente a determinagdo de fentido e seus
metabolitos em 48 amostras de azeite virgem, fornecidas
por produtores, verificou-se que todos os valores determi-
nados foram inferiores ao LMR legalmente estabelecido. De
igual forma, Ballesteros et al. (2006) descrevem que em 15
amostras de azeite virgem fornecido por produtores da An-
daluzia os valores de dimetoato, de metil-clorpirifos e de
clorpirifos foram inferiores ao LMR legalmente estabeleci-
dos. Sanchez et al. (2006) detetaram residuos de fosmete
em apenas uma de 25 amostras de azeite virgem analisadas,

num teor de valor inferior ao LMR estipulado.

Um estudo realizado por Amvrazis e Albanis (2009) para a
determinagdo de 35 pesticidas em 100 amostras (29 comer-
ciais e 71 de produtores de agricultura convencional) de
azeite grego, verificou que 10% das amostras obtidas de
olivais convencionais ndo continham residuos detetaveis,
enquanto nas restantes amostras foram detetados 20
inseticidas. Os teores mais elevados referiam-se ao fentido,

dimetoato e endossulfdo.
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Um estudo mais recente realizado em 2014 na Grécia
(Likudis et al. 2014) refere que dos 70 azeites analisados
com denominagdo de origem protegida ou com indicagdo
geografica protegida 4 amostras apresentaram residuos de
pesticidas que excediam os LMRs (3 amostras continham
fentido e uma metil-paratido). Os residuos de pesticidas
mais prevalentes foram o penconazole (n= 20), endolssulfdo

(n=18) e o flufenoxurdo (n=16).

Estudos realizados em azeites com diferentes classificagdes
verificaram que os azeites virgem apresentam teores superi-
ores de residuos de pesticidas que os azeites refinados
(Ballesteros et al. 2006, Amvrazis e Albanis 2009, Cunha et
al. 2010). Estas diferengas podem em parte ser explicadas
pelo tipo de processamento. De forma geral, o azeite refina-
do (designado em Portugal apenas por azeite) é obtido a
partir do azeite virgem por operagées de refinagdo que en-
volvem a neutralizagdo dos acidos gordos livres com solu-
¢Oes alcalinas, ou a separagdo desses acidos por destilagdo
em ambiente rarefeito, bem como de descoloracdo com
adsorventes indcuos e de desodorizagdo pela passagem de
vapor de agua em ambiente rarefeito. Todas estas opera-
¢Oes podem contribuir para o nivel inferior de residuos de

pesticidas verificado no produto final.

Apesar dos teores de residuos de pesticidas nos azeites ser
na maior parte das vezes inferior ao LMR estipulado, estu-
dos recentes mostram uma prevaléncia de alguns compos-
tos que, a longo prazo, poderdo exercer efeitos nefastos na
saude humana. Por exemplo o endossulfao, pesticida atual-
mente ndo permitido no tratamento dos olivais, foi deteta-
do em 22% de um total de 338 amostras de azeite grego
(Lentza-Rizo et al. 2001) e em 100% de um total de 31 amos-
tras de azeites espanhois (Ferrer et al. 2005, Guardia-Rubio
et al. 2006).

Outro aspeto importante reside na presenca de metabolitos
que podem ser mais toxicos do que os pesticidas originais.
Cunha et al. (2007a) realizaram a identificacdo e quantifica-
¢do de fentido e seus metabolitos em azeitonas e azeites
num olival, onde o tratamento foi realizado de acordo com a
dose recomendada. Todas as amostras colhidas, ao longo do
intervalo de pré-colheita, tinham um padrdo qualitativo co-
mum, mostrando quatro substancias identificaveis (fentido,
sulféxido de fentido, fenoxado e sulféxido de fenoxdo). O fen-
tido e 3 metabolitos foram ainda encontrados nas azeitonas
aquando da colheita. Os mesmos autores estudaram a pre-
senga de metabolitos de fosmete em azeitonas obtidas em

condigdes semelhantes ao descrito para o fentido. Além do
fosmete, foram detetados fosmete-oxdo, ftalamida, N- hi-
droximetilftalimida e 4acido ftdlico em azeitonas e azeite
(Cunha et al. 2007b) .

Conclusoes

Estudos realizados na determinacgdo de residuos de pestici-
das em azeites mostram que existe um claro aumento na
concentracdo de residuos de pesticidas lipofilicos face as
azeitonas que estdo na sua origem. Na pratica, sdo diversos
os fatores que contribuem para a dissipagdo ou concentra-
¢do de um pesticida apds a sua aplicagdo no olival, passando
pela natureza da molécula ativa, as condi¢des de aplicagao,
o intervalo de tempo decorrido entre o Ultimo tratamento e
a apanha do fruto, as condi¢gdes ambientais, o tipo de arma-
zenamento, de transporte e de processamento efetuado. Na
maioria dos estudos realizados em azeites verifica-se que os
LMR de pesticidas ndo foram ultrapassados pelo que a expo-
sicdo humana a residuos de pesticidas provenientes do con-

sumo de azeite é muito baixa.
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Introdugao

O aumento do consumo de alimentos fritos e pré-fritos im-
plica uma maior ingestao de d6leos e gorduras. Tal comporta-
mento tem sido influenciado por razdes sociais e econdmi-
cas, pois a populagdo dispdoem de menos tempo para a pre-

paragdo dos seus alimentos.

Uma ingestdo adequada de lipidos é crucial para um desen-
volvimento sauddvel. Para além do seu contributo energéti-
co, deve ter-se em considerac¢do a importancia da sua inges-
tdo para obter os acidos gordos essenciais e as vitaminas
lipossoluveis requeridos diariamente. A ingestdo didria reco-
mendada varia em funcdo da idade, do estado de saude do
individuo e do estilo de vida. A ingestdo de gordura em ex-
cesso tem sido relacionada com o aumento do risco de obe-
sidade, doenga coronaria e certos tipos de cancro. Os meca-
nismos pelos quais estas doengas se desenvolvem sdo com-
plexos, variados e em muitos casos ndo estdo ainda total-

mente esclarecidos.

Os 6leos e gorduras sdo, geralmente, submetidos a proces-
samento/refinagdo, segundo protocolos adequados, para
melhorar a sua qualidade, estabilidade e seguranca. No en-
tanto, muitas vezes o processamento a que sdo submetidos,
apesar de remover uma grande quantidade de impurezas do
dleo e substancias indesejaveis, pode originar contaminan-
tes, constituindo perigos acrescidos para a saude de quem

0Ss consome.

O processo de fritura é uma alternativa de preparagdo de
alimentos rdpida, ao mesmo tempo que confere caracteristi-
cas sensoriais diferenciadas. O crescimento das industrias
que produzem estes alimentos desencadeou o desenvolvi-
mento de novos equipamentos, tanto industriais como do-
mésticos, nos quais uma determinada quantidade de dleo é
submetida a aquecimento por longos periodos de tempo [1].
No processo de fritura, o alimento é submerso em éleo/
gordura a 180 2C, o qual funciona como meio de transferén-
cia de calor. Esta forma de aquecimento é mais eficiente do

que a cozedura a vapor ou em agua, ja que as temperaturas
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alcangadas pelo processo de fritura sdo superiores. Conside-
rando que parte do dleo é absorvido pelo alimento, tornan-
do-se assim parte da alimentagdo, o meio de fritura deve

manter a qualidade adequada ao longo de todo o processo.

Durante o aquecimento do dleo, ocorre uma série complexa
de reagdes que leva a sua degradacdo e a formagdo de nu-
merosos compostos. As qualidades funcionais, sensoriais e
nutricionais modificam-se de tal forma que, passado algum
tempo, ndo é possivel continuar a produzir alimentos com

qualidade.

O processo de fritura e a degradagao dos dleos

As principais formas de degradacdo do d6leo envolvem a hi-
drdlise, a oxidagao, a isomerizagdo e a polimerizagao, resul-
tando na formacdo de acidos gordos livres, aldeidos, ceto-
nas, diglicéridos e monoglicéridos, isdmeros trans, entre
outros compostos [2]. Para evitar a autoxida¢do de dleos e
gorduras é fundamental diminuir a incidéncia de todos os
fatores que a favorecem, mantendo os niveis minimos de
energia (temperatura e luz) responsaveis pela formacdo de
radicais livres, reduzir a vestigios os metais no dleo, evitar
ao maximo o contacto com o oxigénio, e evitar a formagao

de radicais livres com a adicdo de antioxidantes [3].

Para minimizar essa degradacdo sdo aconselhados éleos e
gorduras mais estaveis, entre os quais se destacam o dleo
de palma. S3o também utilizados 6leos vegetais hidrogena-
dos com baixos teores de dacidos gordos polinsaturados
(AGPI). Em consequéncia do referido podem surgir éleos
com elevadas quantidades de acidos gordos saturados (AGS)
e/ou acidos gordos trans (AGT) os quais podem ser absorvi-

dos pelos produtos fritos.

Estdo disponiveis, atualmente, 6leos de elevada estabilida-
de, obtidos por modificagdo genética de sementes oleagino-
sas, com baixos teores de AGPI, com elevados teores de
acido oleico, ou seja, com composicao em acidos gordos e

triglicéridos muito diferente dos 6leos convencionais [4].
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Dos produtos toxicos formados ao longo do processo de
fritura, o 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD) e o 4-
hidroxi-2-trans-nonenal (HNE) levantam alguns problemas
de seguranga, sendo aconselhados mais estudos para escla-
recer a sua formagdo, os teores formados e as implicagdes

de saude para os consumidores.
Acidos gordos trans

Os AGT foram definidos por varias entidades [5,6] nomeada-
mente, o Codex Alimentarius como “todos os isémeros de
acidos gordos mono e polinsaturados com ligagGes duplas
carbono-carbono na configuragdo trans, interrompidas pelo
menos por um grupo metileno”. A European Food Safety
Authority (EFSA) defende que os AGT polinsaturados “tém
pelo menos uma ligagdo dupla trans, mas podem também

ter ligacGes duplas de configuracdo cis”.

A determinagdo analitica dos teores de AGT em géneros
alimenticios é frequentemente um grande desafio. Ao longo
dos anos tém sido divulgadas diversas técnicas analiticas
para a sua determinagdo, sendo as mais comuns a cromato-
grafia gasosa (CG), seguida pela cromatografia liquida de
fase reversa (HPLC). Na CG sdo utilizados diversos tipos de
detetores, tais como o detetor de ionizagdo de chama (FID)
ou o detetor de espetrometria de massa (MS), permitindo
este Ultimo uma melhor identificagdo dos picos cromatogra-
ficos. Permite ainda comparar o tempo de retencdo com
padrdes puros e comparar a informagao obtida com a biblio-

teca de espetros.

Os acidos gordos de forma geral apresentam elevada polari-
dade e baixa volatilidade, pelo que a derivatizagdo em éste-
res metilicos é essencial para a sua analise [7]. Relativamen-
te as colunas cromatograficas para a analise de AGT, as mais
comuns sdo as colunas capilares de silica fundida de 100 m
de comprimento, uma vez que evitam a sobreposi¢cdo dos
isdbmeros dos AGT [8].

Existem trés fontes principais de AGT nos alimentos. A pri-
meira é a hidrogenacdo parcial, que converte os dleos vege-
tais liquidos em gorduras sélidas ou semi-sélidas, com pro-
priedades adequadas, por exemplo, para a producdo de
margarinas. A segunda é a presenca natural deste tipo de
acidos gordos, em gordura de animais ruminantes, formadas
no seu estébmago por hidrogenagdo microbiana de acidos
gordos insaturados com configuracdo cis. Por ultimo, o tra-
tamento térmico a elevadas temperaturas pode levar ao

aparecimento deste tipo de 4cidos gordos nos alimentos [9].
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O papel das gorduras e/ou dleos na nutricdo humana tem
sido uma drea de grandes controvérsias e alvo de inimeros
estudos cientificos. A gordura em excesso é considerada um
dos “piores” nutrientes, atuando como promotor de inume-
ras doengas, nomeadamente, as cardiovasculares (DCV),
diabetes, obesidade e certos tipos de cancro. Os AGT foram
associados a um efeito indesejavel no perfil lipidico sérico,
com aumento do risco de DCV [10]. De acordo com a litera-
tura, as consequéncias para a saude, associadas ao seu con-
sumo, foi considerada ainda mais nefasta do que o consumo
de acidos gordos saturados. Uma ingestdo didria de 5 g de
AGT foi associada a um aumento de 25% do risco de desen-

volvimento de doenca coronaria [11].

Inimeros estudos tém sido conduzidos em diversos paises
para determinar os teores de AGT em alimentos industriais,
confeitarias e cadeias de “fast-food”, com o objetivo de ava-
liar as diversas fontes alimentares e estimar a ingestao dia-
ria dos AGT. Segundo Larqué et al. (2001), os alimentos que
contém gordura parcialmente hidrogenada contribuem com
cerca de 80% a 90% da ingestdo diaria em AGT [12]. Para
alimentos provenientes de ruminantes esta contribuigdo é
bem menor, sendo estimada entre 2% a 8%. Os dleos refina-
dos apresentam niveis razoavelmente baixos (1,0 - 1,5%) de
AGT, mas a neutralizagdo, principalmente na preparagdo de
alimentos fritos, pode tornar significativa a sua contribuicdo
na ingestdo didria de AGT [13]. Contudo, os AGT sdo tam-
bém produzidos durante a preparagdo de margarinas, quan-
do os AGPI nos éleos liquidos sdo artificialmente hidrogena-
dos para preparar gorduras sélidas. Quantidades significati-
vas de AGT sdo encontradas nas margarinas, alguns tipos de
manteigas e outros produtos industrializados que conte-

nham gorduras hidrogenadas [14].

Em Portugal, a determinacdo dos teores de AGT presentes
nos 6leos/gorduras destinados a alimentacdo, tem sido du-
rante os Ultimos anos pouco estudada. No entanto, durante
os anos 90, foram realizados diversos estudos por grupos de
investigadores portugueses no que diz respeito aos teores
de AGT em diversos tipos de alimentos. A Tabela 1 resume
alguns dos resultados publicados para margarinas, 6leos e

manteigas.

Além de terem sido determinados os teores em dleos/
gorduras crus, também foram realizados estudos em que foi
avaliada a composi¢do em 4acidos gordos dos éleos submeti-
dos a frituras continuas [16]. Neste trabalho de investigacdo,

foram conduzidos ensaios de fritura em estufa até as 96 h
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(utilizando sé o éleo), para se avaliar a formagdo de AGT nos
6leos/gorduras vulgarmente utilizados no processo de fritu-
ra. Para além disso também foi determinado, entre outros
parametros, o perfil em acidos gordos dos ¢éleos utilizados
na fritura de trés tipos de alimentos: batatas fritas, filetes de
polvo e rissdis de carne, e a composi¢do em acidos gordos
dos alimentos fritos. Concluiu-se que a presenca de AGT é
dependente da natureza dos dleos, isto é, o déleo de soja
apresentou os maiores teores, quando comparado com o
6leo alimentar, que foi aquele que apresentou a maior esta-
bilidade a fritura. Para além disso, também se verificou que
a composicdao em acidos gordos e isdmeros trans do banho
de fritura apresentalflse como um fator determinante na

composicao final da gordura do produto frito [16].

Tabela 1. Teores de ésteres metilicos de AGT (g/100 g de gordura)
em margarinas, minarinas, dleos, “shortenings” e manteigas.

AGT?
Alimentos (g/100 g de
gordura)
Margarinas de mesa 0,23-14,8
Margarinas de cozinha 0,95-13,1
Margarinas de uso industrial 3,15-12,9
“Shortenings” 0,07-16,9
Minarina 0,16
Gordura liquida para culinaria 0,13
Manteiga 4,62 -5,26
Oleos vegetais 0,13-1,55
Oleos alimentares 0,14 -0,25

Adaptado de [15]

? Os valores s3o apresentados em g de ésteres metilicos de acidos

gordos por 100 g de gordura.

3-Monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD)

O 3-MCPD é um contaminante resultante do processamento
alimentar que pertence ao grupo dos cloropropandis. Trata-
se de contaminantes quimicos derivados do glicerol, carac-
terizados estruturalmente por dalcoois e didis de trés carbo-
nos ligados a um ou dois atomos de cloro. De acordo com a
literatura cientifica, verifica-se que o 3-MCPD é aquele que
se encontra em maior abundancia nos alimentos, seguido

pelo 2-monocloropropano-1,2-diol (2-MCPD).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um aumento do

numero de estudos relacionados com o desenvolvimento de
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métodos analiticos para determinagdo dos teores de 3-
MCPD em géneros alimenticios, como demonstrado pela
revisdo cientifica recente de Crews e seus colaboradores
(2013) [17]. A analise destes contaminantes é extremamen-
te complexa e identificam-se sobretudo métodos diretos e
métodos indiretos. Os métodos diretos permitem a identifi-
cacgdo individual dos ésteres do 3-MCPD. Geralmente estes
métodos sdo precedidos de extragdo em fase sdlida e a de-
terminagdo do 3-MCPD é posteriormente realizada utilizan-
do métodos de CG sobretudo acoplada a detetor MS [18].
No entanto, nos Ultimos tempos também tém sido divulga-
dos métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia aco-
plada a espetrometria de massa (LC-MS), utilizando deteto-
res como “time of flight” (TOF), “orbitrap” e triplo quadru-
polo (MS/MS) [19]. Por sua vez nos métodos indiretos, a
concentracgdo total dos ésteres de 3-MCPD é medida como 3
-MCPD livre e inclui, a maior parte das vezes, adicdo de pa-
drdo interno, hidrdlise, neutralizagdo, remog¢do dos ésteres
metilicos de acidos gordos, derivatizagdo do 3-MCPD, e por

ultimo analise por CG/MS.

A “International Agency for Research on Cancer” classificou
0 3-MCPD como possivel carcinogénico em humanos (grupo
2B) [20]. Existem na literatura cientifica poucos estudos e
muitos deles sdo controversos no que diz respeito aos efei-
tos deste contaminante na saude humana. No entanto, em
2001, o “Scientific Comitee on Food” concluiu que o 3-MCPD
é um carcinogéneo nao genotodxico e estabeleceu como do-
se didria admissivel 2 pug/kg de peso corporal [21]. A Comis-
sdo das Comunidades Europeias estabeleceu teores maxi-
mos de 20 ug/kg (para o produto liquido contendo 40% de
matéria seca, correspondente a um teor maximo de 50 pg/
kg na matéria seca) para a ocorréncia de 3-MCPD em protei-

nas vegetais hidrolisadas e molho de soja [22].

No inicio dos anos 80, a presenga de 3-MCPD foi detetada
em hidrolisados de proteina vegetal, em molho de soja e
produtos similares, que se formava como um produto da
reacao do 4acido cloridrico com os triacilglicerdis, os fosfolipi-
dos e o glicerol presentes nos dleos vegetais residuais [23].
Posteriormente, verificou-se que o 3-MCPD também pode
estar presente em outros produtos que sdo processados
termicamente, como por exemplo, produtos de pastelaria,
produtos derivados do malte, produtos fumados e/ou cura-
dos a base de peixe ou carne. Em 2006, foi publicado por
Zelinkova et al. o primeiro estudo relativo a presenca de

ésteres de 3-MCPD em dleos e gorduras [24]. Em Portugal, a
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informacdo relativa ao teor deste contaminante em géneros
alimenticios é ainda muito limitada ou quase inexistente. Na
Tabela 2, apresentam-se alguns resultados relativos aos

teores de 3-MCPD em dleos e gorduras.

Tabela 2. Teores de 3-MCPD (ug/kg) em dleos e gorduras.

Alimento Gama (pg/kg)  Referéncia

Azeites refinados <300 - 2462 [24]
Banha de porco, gordura do leite,

gordura de aves <100-300 [25]
Margarina 400 - 4500 [25]
Oleos de fritura (frescos e usados) 500 — 5200 [25]
Oleos vegetais refinados <300 -1234 [24]
Oleos vegetais refinados 150 - 1880 [25]
Oleo de girassol refinado 100 - 2100 [26]
Oleo de salmio refinado 700 — 13000 [26]
Oleo de palma refinado 1100 - 10000 [26]

A quantificagdo dos teores destes compostos em Oleos e
gorduras é particularmente importante no que diz respeito a
saude humana, uma vez que muitas vezes para além de po-
dermos ingerir os 6leos/gorduras que contém teores de 3-
MCPD muito consideraveis, estes mesmos 6leos/gorduras
sdo muitas vezes ingredientes dos alimentos processados.
Por exemplo, o éleo de palma é vulgarmente utilizado para
a preparagao de alimentos destinados a bebés, produtos de
pastelaria, maionese, entre outros. Nos ultimos anos, tem-
se assistido a progressos significativos no que diz respeito ao
desenvolvimento de métodos analiticos para doseamento
do 3-MCPD, estudos reativos aos principais mecanismos de
formacdo deste contaminante em géneros alimenticios,
identificacdo de novas fontes alimentares, avaliacdo do seu
potencial tdxico e desenvolvimento de técnicas de processa-
mento que minimizem a formacgdo do 3-MCPD e outros clo-

ropropanais.

4-Hidroxi-2-trans-nonenal

O HNE é um produto secundario da peroxidacdo lipidica do
acido linoleico e de outros acidos gordos 6mega-6 [27, 28]. E
um composto téxico relacionado com o desenvolvimento de
aterosclerose, oxidagdo de lipoproteinas de baixa densida-
de, acidente vascular cerebral e doencas neurodegenerati-
vas (Parkinson, Alzheimer e Huntington) entre outras [29-
31].
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Estes aldeidos formam-se como consequéncia da oxidagao
dos 4acidos gordos em presenca de oxigénio. Quando os
dleos vegetais, sobretudo os que sdo ricos em acidos gordos
polinsaturados, sdo submetidos a elevadas temperaturas,
por exemplo como acontece na fritura, aumenta o risco de
formagdo de produtos secunddrios como o HNE. Uma vez
que o HNE é um composto de elevada toxicidade, que é ab-
sorvido a partir da alimentacgdo, e que esta relacionado com
inumeras doengas, a informagdo no que se refere aos meca-
nismos de formagdo deste composto, sobretudo em éleos e
gorduras submetidos a elevadas temperaturas, € muito im-

portante do ponto de vista da satde publica.

A determinagdo analitica de HNE é sobretudo realizada com
recurso a técnicas de LC-MS ou CG-MS [32]. A analise por GC
-MS requer a derivatizagdo da amostra, por exemplo utili-
zando pentafluorobenzilo, seguida por sililagdo, e o HNE
derivatizado pode ser detetado com ionizagdo quimica ne-
gativa e quantificado por comparagdo com o padrdo interno
(HNE deuterado) [33, 34]. As técnicas de analise por LC-MS
tém a vantagem de ndo ser necessdria a derivatizagdo, sen-
do possivel a analise com muito menos passos intermédios
de extragao [35, 36].

Boskou et al. (2006)

(girassol, palma, azeite e gordura vegetal) usados na fritura

reportou resultados para dleos
de batatas, bem como para o produto frito, e verificou que o
teor de HNE esta sobretudo relacionado com o tipo de dleo
usado na fritura, e ndo tanto com a deterioragdo térmica a
que o Oleo é sujeito [38]. Em 2008, Han and Csallany (2008)
compararam oleos vegetais e manteiga, submetidos a eleva-
das temperaturas durante curtos periodos de tempo, com
Oleos vegetais e manteiga submetidos a temperaturas mais
baixas, mas durante periodos de tempo mais longos. Deste
modo, verificaram que mais uma vez era mais importante a
composicdo em acidos gordos dos dleos vegetais, do que o
préprio tempo de exposicdo ao tratamento térmico, conclu-
indo que para dleos/gorduras que contém elevados teores
de 4cido linoleico o tratamento térmico deve ser realizado
utilizando temperaturas baixas, para prevenir a formacdo do
HNE.

Estudos cientificos evidenciam que o HNE pode estar
presente em outros alimentos para além de dleos e gordu-
ras de origem vegetal, como por exemplo em fiambre,
bacon, e salsichas fumadas, com teores a variar entre 3,77 e
95,2 umol/kg [39]. Han and Csallany (2012), determinaram
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teores de HNE em queijos “Mozzarella” naturais e imitacdes
de queijos “Mozzarela”, que foram expostos a varias tempe-
raturas e diferentes tempos de aquecimento [40]. De acordo
com os resultados obtidos, verificaram que a formacdo de
HNE de

“Mozzarella” naturais, que contém gordura do leite, quando

era significativamente menor nos queijos
comparados com as imitagcdes de queijo “Mozzarella” em
que sobretudo sdo utilizados 6leos vegetais (ricos em acido

linoleico) [40].

Neste sentido, dado que o HNE é um composto téxico asso-
ciado a efeitos negativos na saude humana, sdo necessarios
mais trabalhos de investigacdo cientifica que incidam sobre
a determinagdo do teor deste composto em outros alimen-
tos, e que estudem alteragdes de processamento que pos-

sam conduzir a diminuigdo da sua formagao.
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Introdugao

A oliveira (Olea europaea L.) é uma cultura mediterranica
tradicional, perene, responsavel pela producdo de azeite e
azeitona de mesa. O azeite é o sumo da azeitona, separado
da polpa exclusivamente por processos mecanicos. Esta gor-
dura vegetal é considerada uUnica entre os dleos vegetais,
pois é consumida crua, preservando as suas propriedades
nutricionais, bem como o seu teor em vitaminas e compos-

tos fendlicos [1].

Ao longo das ultimas décadas e especialmente nos ultimos
anos, o azeite tem ocupado uma posicao muito relevante na
dieta humana. E muito apreciado a nivel mundial, estando
este produto intrinsecamente relacionado com a tipica dieta
mediterranica. Esta é considerada a dieta mais equilibrada,
tendo sido definida como um modelo de alimentagdo sauda-
vel, por estar associada a um menor risco de mortalidade
devido a doengas cardiovasculares, cancro, doengas neuro-
degenerativas como Parkinson e Alzheimer, bem como ou-
tras disfungdes metabdlicas. O azeite é um ingrediente fun-
damental na dieta mediterranica, constituindo a principal
fonte de gordura. O seu consumo esta relacionado com inu-
meros beneficios para a saude, dos quais se destacam a me-
Ihoria do perfil lipidico, diminuicdo da resisténcia a insulina
e da inflamagdo periférica, melhoria nos processos de stress
oxidativo e da funcdo endotelial, entre outros (ver revisdo
[2]). Além de todos os potenciais beneficios para a saude e
do seu elevado valor nutricional, esta gordura também é

muito apreciada pelo seu sabor e aroma muito particulares.

Atualmente, por causa das recomendag¢des da Food and
Drug Administration (FDA), da American Heart Association,
da Sociedade Europeia de Cardiologia e de outras organiza-
¢Oes cientificas, para a inclusdo do azeite noutras dietas que
ndo a Mediterranica, a demanda por este produto de eleva-
da qualidade tem vindo a aumentar. Como prova deste fac-
to, a produg¢do mundial de azeite registou um crescimento
de mais de 30% ao longo dos ultimos 15 anos. Por ser tdo
caracteristico da alimentagdo mediterranica, quase 72% da
producdo mundial de azeite provém dos paises do sul da
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Europa. Em 2012, a Espanha foi o maior produtor de azeite,
sendo seguido pela Italia e pela Grécia, que em conjunto
asseguraram mais de 69% da produgao mundial de azeite. A
nivel mundial e dentro da Unido Europeia (UE), Portugal
ocupa respetivamente as oitava e quarta posi¢des, tendo
em 2012 contribuido com cerca de 2,4 % da produgdo total
de azeite. Segundo os ultimos dados da FAOSTAT (divisdo de
estatistica da Food and Agriculture Organization) para 2011,
o azeite foi a terceira cultura mais importante em termos de
comércio global de gorduras vegetais, ficando apenas atras

da soja e colza [3].

O azeite é considerado um produto com elevada importan-
cia econdmica, sendo por isso um alvo suscetivel a praticas
de produgdo/comercializacdo fraudulentas. O azeite pode
ser produzido a partir de diferentes variedades ou cultivares
de azeitonas, sendo estas responsaveis pela sua composi¢do
quimica distinta e pelas caracteristicas sensoriais. A UE esta-
beleceu legislacdo especifica para o azeite, de forma a pro-
teger os consumidores de potenciais fraudes e os produto-
res de azeite da concorréncia desleal. Atualmente existem
vérios instrumentos de denominacgéo, tais como a Denomi-
nacdo de Origem Protegida (DOP) (Regulamento (CE)
510/2006), que sdo usados na rotulagem do azeite. A pratica
de adulteragcdo mais comum consiste na adicdo de oéleos
vegetais provenientes de outras espécies, podendo repre-
sentar um problema de saude publica para individuos alérgi-

cos.

Para verificar o cumprimento da rotulagem, garantir a quali-
dade/autenticidade do azeite e assegurar a protecdo da
salde do consumidor, é essencial o desenvolvimento de
métodos de andlise com elevada sensibilidade e especifici-
dade. No caso da avaliagdo da qualidade e autenticidade do
azeite, os métodos quimicos e os baseados na detegdo de
ADN tém sido amplamente explorados. Considerando os
tdépicos aqui expostos, nesta revisdo serdo focados os temas
mais relevantes relacionados com a analise de azeite através

de técnicas baseadas no ADN.
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Métodos de extragao do ADN de azeite

As andlises quimicas, tais como o perfil em acidos gordos e
esterdis, fenois e/ou metabolitos secundarios ndo permitem
a identificagdo exata das variedades usadas para a produgdo
de um dado azeite, devido ao efeitos das condi¢cGes ambien-
tais sobre o fendtipo e, em particular, sobre a composi¢do
quimica de azeitonas. Neste sentido, a andlise de ADN pode
contribuir para a definicdo de perfis genéticos que permitam
uma identificagdo inequivoca de cada variedade de azeito-
na. No entanto, a aplicagdao de qualquer método molecular
tem como uma das principais limitacdes a obtenc¢do de ex-
tratos de ADN com qualidade/quantidade e pureza adequa-
das, pelo que a maioria dos trabalhos de pesquisa tem dedi-
cado especial atengdo aos protocolos de extracdo de ADN

(ver revisdo [4]).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é altamente depen-
dente de um passo critico inicial que corresponde a extragdo
e purificagdo do ADN. Em matrizes alimentares complexas e
altamente processadas, tal como é o caso do azeite e de
outros oleos vegetais, a fase de extracdo e purificacdo do
ADN é ainda mais determinante, para garantir a qualidade
dos extratos e a remogdo de potenciais inibidores da PCR.
Substancias como polissacarideos, compostos fendlicos e
outros componentes podem nao ser totalmente removidos
com os protocolos de extragdo cldssicos, permanecendo
como contaminantes nos extratos de ADN. Como conse-
quéncia, a amplificacdo de ADN pode ser drasticamente
afetada ou mesmo completamente inibida pela presenca
destes inibidores. Por ser uma matriz lipidica, a extragdo de
ADN de azeite é uma tarefa dificil, especialmente por este
estar presente em pequena quantidade e a sua integridade
ter sido afetada por enzimas como as endonucleases. No
entanto, varios métodos tém sido reportados como adequa-
dos para a obtencdo de ADN amplificavel, a partir de azeite.
O protocolo baseado no CTAB classico (brometo de cetiltri-
metilamodnio), com ou sem modificagdes, € um dos métodos
mais usados para a extracdo de ADN de azeite. Outros pro-
tocolos, nomeadamente varios kits comerciais tém sido
também aplicados com sucesso na extracdo de ADN desta
matriz. Destacam-se o Wizard Magnetic purification system
for food (Promega, Madison, WI, EUA) testado em diferen-
tes dleos vegetais (incluindo azeite), os kits NucleoSpin
(Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) usados em azeites mo-
novarietais e o Ql/Aamp DNA Stool kit (Qiagen, Hilden, Ale-
manha) aplicado a azeites filtrados, descritos como os mais
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adequados para a extragdo de ADN amplificavel a partir de

matrizes lipidicas (6leos vegetais e azeite) (ver revisao [4]).

Além do método de extragdo, a quantidade inicial utilizada
na extracdo de ADN de azeites ou outros dleos vegetais é
também considerada um passo critico. No caso dos azeites,
tém sido usadas diversas quantidades iniciais, desde poucos
microlitros até 500g. Uma vez que o azeite é obtido por pro-
cessos mecanicos e comummente ndo sujeito a refinagao,
este produto é consumido na sua forma crua, ao contrario
de outros 6leos vegetais tal como ja referido [1]. Neste con-
texto, a utilizacdo de pequenas quantidades iniciais de azei-
te e um protocolo de extracdo de ADN eficiente, podem
permitir a obtengdo de extratos com a quantidade, integri-
dade e pureza adequadas para a sua posterior andlise por
métodos baseados na PCR. Adicionalmente, para a aplicagao
efetiva destas metodologias, recomenda-se a amplificagdo
de regides com pequeno tamanho (aproximadamente 100-
200 pares de bases), uma vez que o ADN presente pode es-

tar bastante fragmentado.

Outra questdo de grande importancia prende-se com o peri-
odo de armazenamento do azeite. De acordo com a literatu-
ra, para a boa rastreabilidade do azeite, a amostra deve ser
tdo fresca quanto possivel para garantir uma elevada repeti-
bilidade e reprodutibilidade dos resultados, uma vez que o
ADN pode sofrer processos de oxidagdo e agdo enzimatica

durante os longos periodos de armazenamento [5].

Adulteragao de azeite com dleos de diferentes espécies

vegetais

O azeite é um produto com grande probabilidade de ser
alvo de praticas fraudulentas, dado o seu valor comercial,
comparativamente com outros dleos vegetais. Tém sido
identificados vdrios adulterantes em azeites virgens, desde
azeite refinado, azeite virgem desodorizado, dleo de bagaco
de azeitona e misturas de dleos de sementes (por exemplo:
milho, algodao, aveld, colza e girassol). Tradicionalmente, a
mistura de azeite com éleos vegetais de menor valor econé-
mico tem sido um problema dos paises produtores de se-
mentes oleaginosas e importadores de azeites (ver revisdo

[6]).

As caracteristicas organoléticas do azeite associadas aos
efeitos benéficos na sadde tém contribuido para o aumento
da sua popularidade e da sua procura nos ultimos anos. A
avaliacdo da autenticidade de dleos vegetais como o azeite
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pode ser realizada por um conjunto de métodos, variando
desde as técnicas fisico-quimicas classicas aos métodos cro-
matograficos mais recentes (gas, liquido, gas-liquido, quiral,
de ides de prata, espetrometria de massa e de fluidos super-
criticos), as metodologias isotdpicas (analise de relagdo iso-
tdpica do carbono, fluorescéncia de emissdo/excitacdo, piro-
lise-espectrometria de massa), espectroscopicas (absorgdo
de infravermelho, Raman, ressonancia magnética nuclear)
(ver revisdo [6]) e de base molecular (PCR, amplified frag-
ment length polymorphism - AFLP, random amplified poly-
morphic DNA - RAPD, simple sequence repeats ou microsa-
tellites - SSR, inter-simple sequence repeats - ISSR, single

nucleotide polymorphism - SNP) (ver revisoes [4,7]).

As analises cromatograficas e espectroscépicas de diferen-
tes familias de compostos (acidos gordos, triacilglicerdis,
fitoesterdis, tocoferdis e tocotriendis, hidrocarbonetos,
compostos fendlicos, pigmentos e compostos volateis) estdo
entre as abordagens mais utilizadas para a monitorizagao da
qualidade e da autenticidade do azeite (ver revisdo [6]). No
entanto, a maioria dos métodos quimicos disponiveis tém
como desvantagens a morosa preparacao das amostras. As
técnicas alternativas baseadas no ADN tém sido desenvolvi-
das com sucesso para a identificagdo de espécies de diferen-
tes Oleos vegetais adulterantes do azeite (ver revisoes [4,7]).
Estas abordagens moleculares tém especial interesse sob o
ponto de vista da detegdo de dleos vegetais produzidos a
partir de matrizes alergénicas, como é o caso da avelj,
amendoim, soja entre outros, fraudulentamente incorpora-
dos em azeites, representando um risco grave para os indivi-
duos alérgicos [8,9]. Em relacdo aos métodos de biologia
molecular aplicados a avaliagdo da autenticidade de azeite,
a literatura descreve algumas metodologias baseadas na
PCR em tempo real como ferramentas de elevada especifici-
dade e sensibilidade, sendo de rapida e facil performance
para a identificagdo de dleos vegetais como adulterantes
nos azeites [4,7]. Mais recentemente, o uso da PCR em tem-
po real acoplada a um novo software de analise das curvas
de desnaturagdo do ADN com elevada resolugdo (High Reso-
lution Melting) foi também descrito como uma técnica de
elevada performance para a discriminagdo de diferentes
espécies de dleos vegetais (por exemplo de aveld, amen-

doim e soja) [9].
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Marcadores de ADN para a identificacdo de cultivares/
variedades de azeitona

Um outro aspeto importante na avaliagdo da autenticidade
do azeite corresponde a determinagdo da(s) cultivar(es) das
azeitonas. Uma vez que ha um numero diversificado de cul-
tivares de oliveira, a composi¢do quimica e as caracteristicas
sensoriais das azeitonas podem apresentar padrdoes muito
distintos. Cultivares geneticamente idénticas, sdo muitas
vezes designadas por nomes diferentes, de acordo com seu
local de origem (distintos paises ou regiGes diferentes den-
tro de um pais), o que torna a sua identificacdo/classificagdo
numa tarefa ardua. Além disso, a composi¢do quimica e os
descritores sensoriais das cultivares sdo altamente afetados
por aspetos ambientais e agrondmicos. Porque algumas
cultivares sdo consideradas de melhor qualidade, certos
azeites foram premiados com certificagio DOP, o que de
acordo com a legislacdo da UE permite proteger os direitos
do consumidor e promover um intercambio comercial justo.
Para verificar a conformidade da rotulagem sobre a origem
das cultivares utilizadas para a produgdo do azeite, estdo
disponiveis na literatura varios métodos quimicos (ver revi-
sdo [6]), embora atualmente os métodos baseados no ADN
sejam considerados os mais adequados para resolver as
guestdes associadas com as condi¢cdes ambientais de cresci-

mento (ver revisdo [4]).

Depois de superar a tarefa critica de extrair ADN amplifica-
vel a partir de azeite, foi proposta uma série de marcadores
moleculares como SSR ou microssatélites, AFLP, RAPD, ISSR
e SNP para verificar a autenticidade dos azeites. Um outro
aspeto relevante refere-se ao facto dos azeites serem pro-
duzidos a partir de frutos monovarietais ou de diversas culti-
vares, o0 que aumenta a complexidade da matriz. Por conse-
guinte, as técnicas baseadas no ADN tém provado a sua utili-
dade para distinguir diferentes cultivares. Dos marcadores
moleculares disponiveis para a identificagdo de variedades
de azeitona, todos tém vantagens e desvantagens, que sdo
assinaladas na Tabela 1. No entanto, a escolha do melhor
marcador de ADN continua a ser uma questdao em debate. O
SNP parece ser um dos marcadores mais promissores, uma
vez que permite distinguir pequenas diferencgas entre indivi-

duos geneticamente semelhantes. Juntamente com o SNP,
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os microssatélites (SSR) sdo provavelmente os marcadores comprometida, pois alguns fragmentos de ADN, principal-

mais utilizados devido ao seu elevado poder de discrimina- mente os de maior tamanho, podem ndo ser amplificados.

¢do, embora a sua reprodutibilidade por vezes possa ser

Tabela 1 Vantagens/desvantagens dos principais marcadores moleculares para a autenticagdo de azeites [4].

Vantagens

SNP

v Fécil performance e possibilidade de combinac3o com tecnologia de
ponta (arrays)

v" Aplicagdo para determinagdo do gendtipo de cultivares de azeite

v" Detegdo de multiplos SNP na Unica analise de ADN

v'  Capacidade de distinguir pequenas diferencas entre as cultivares de
azeite muito semelhantes ou outras espécies de 6leos vegetais

v' Aparentemente permite uma alta correlacdo entre folhas de oliveira e
azeite

v" Avaliacdo da autenticidade de azeites monovarietais.

SSR

Marcadores altamente polimérficos

Facil desempenho e interpretagdo

Sdo os marcadores de ADN mais usados, grande poder discriminatério
Identificagdo de diferentes cultivares de oliveira em azeite

ENENENENEN

Aplicagdo para avaliar a autenticidade de azeites monovarietais.

AFLP

Desvantagens

X Requer tecnologia de elevado custo (eletroforese capilar,
array LDR-universal, PCR multiplex juntamente com a tecnolo-
gia de microarray),

X Mais recentemente aplicado, menos testado em matrizes de
azeite,

X Falta de informagdo sobre a comparagdo com outros marca-

dores de um unico lécus.

X Amplificagdo de fragmentos de ADN de elevado tamanho
X Reprodutibilidade limitada quando aplicados aos azeites
devido a baixa integridade do ADN

v" Marcadores altamente polimdérficos, sem necessidade de conhecimento X Elevada complexidade da técnica

prévio da sequéncia do genoma

v" Um dos marcadores multi-locus de ADN mais utilizados para a identifi-
cacgdo de cultivares de azeite

v' Possibilidade de conversdo de AFLP em marcadores SCAR

v" Avaliagdo da autenticidade de azeites monovarietais.

PCR

Identificagdo de espécies em azeites
Deteg¢do de um ou mais fragmentos de ADN
Detegdo de adulteragdes em azeites e dleos vegetais

INENENEN

Aplicagdo da técnica de PCR em tempo real como uma potencial ferra-
menta quantitativa
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x Dificeis de analisar as inUmeras bandas obtidos, ndo é ade-
quado para azeites de misturas varietais

X Reprodutibilidade limitada quando aplicados aos azeites
devido a baixa integridade do ADN

X Extragdo de ADN é um passo critico para a sua aplicagdo em
Oleos vegetais refinados

X Incapaz de distinguir cultivares



Riscos e Alimentos n? 7 | junho 2014

Consideragoes Finais

O interesse crescente do uso de marcadores de ADN para
autenticagdo de alimentos tem contribuido para o desenvol-
vimento e aplicagdo de métodos moleculares na analise de
alimentos, incluindo o azeite. A atenc¢do dedicada ao desen-
volvimento de protocolos de extracdo de ADN mais eficien-
tes, aplicados ao azeite, conduziu a uma melhoria na recu-
peracdo do ADN e da sua qualidade. A conjugacdo de extra-
tos de qualidade e pureza elevadas com a ampliagdo de regi-
Oes gendmicas de pequeno tamanho parecem contribuir
para uma melhor sensibilidade e especificidade dos referi-
dos métodos. Além desses dois fatores, o tempo de armaze-
namento é outra questdo de grande relevancia na aplicagdo
eficaz de qualquer uma das abordagens moleculares. Por-
gue a maioria dos parametros analiticos sdo dependentes
das variagdes ambientais, os métodos baseados na informa-
¢do genética tém provado a sua utilidade para discriminar as
diferentes cultivares da Olea europaea, bem como promo-
ver a identificagdo de outras espécies vegetais utilizadas
como adulterantes. Até agora, varios marcadores de ADN
foram utilizados com sucesso para a identificagdo de varie-
dades de azeitona, com especial destaque para o SNP e SSR,
que foram classificados como os marcadores mais eficien-
tes. Apesar das vantagens atribuidas aos diferentes marca-
dores de ADN, muito trabalho é ainda necessario para se
definirem métodos de referéncia/marcadores de ADN para

a autenticagdo dos azeites.
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Adulteragao de Azeite
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Tal vez o azeite seja o alimento mais emblematico da Ali-
mentacdo Mediterranica, sendo hoje muito apreciado, nao
s6 na Europa, como também, cada vez mais, no resto do
mundo, pelas suas propriedades nutritivas e organoléticas,
assim como pela sua acao benéfica para a saude. Desta for-
ma, a olivicultura e a producdo de azeite sdo atividades eco-
némicas de grande importancia para as regioes produtoras.
O alto prego no mercado do azeite virgem extra e o aumen-
to da demanda tém provocado a sua falsificagdo por adigdo
de 6leos de custo mais baixo e mesmo azeites de menor

qualidade.

O Conselho Oleicola Internacional (COI) define os azeites
como aqueles extraidos do fruto da oliveira, por meios ex-
clusivamente mecanicos ou outros meios fisicos sob condi-
¢Oes, particularmente condigdes térmicas, que nao levem a
alteragdes do produto, e que ndo tenham sido sujeitos a
qualquer tratamento diferente da lavagem, decantacdo,
centrifugacdo e filtracdo (COl). Nos azeites para consumo

direto, inclui:

- Azeite virgem extra: azeite com acidez livre, expressa co-
mo acido oleico, ndo superior a 0,8g por 100g e caracteristi-

cas que correspondam aquelas fixadas para esta categoria.

- Azeite virgem: azeite com acidez livre, expressa como aci-
do oleico, ndo superior a 2g por 100g e caracteristicas que

correspondam aquelas fixadas para esta categoria.

- Azeite: azeite com acidez livre, expressa como acido oleico,
nado superior a 3,3g por 100g e caracteristicas que corres-
pondam aquelas fixadas para esta categoria. Esta categoria
sé pode ser comercializada em paises que o permitam e
deve obedecer a designacdo disposta legalmente no pais de

venda.

O Azeite refinado é produzido a partir de azeite virgem com
caracteristicas imprdprias para consumo, o denominado
azeite lampante (com acidez livre, expressa como acido olei-

co, superior a 3,3g/100g).
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No caso especifico da Unido Europeia, as categorias do COI
coincidem com a denominagao das categorias de azeite que
correspondem as caracteristicas fisico-quimicas e organolé-
ticas especificadas no anexo do Regulamento n2 136/66/CEE
e no Regulamento (CEE) n2 2568/91 da Comissdo de 11 de
Julho de 1991, relativo as caracteristicas dos azeites e dos
6leos de bagaco de azeitona, bem como aos métodos de
andlise relacionados. As novas redag¢des dadas pelos Regula-
mentos posteriores introduzem algumas diferengas em rela-
¢do as categorias do azeite e parametros fisico-quimicos. O
Regulamento (CE) n° 1019/2002 define que o “Azeite” con-
tém azeite refinado e azeite virgem, desaparecendo a cate-
goria “azeite virgem corrente” que corresponderia ao atual
“Azeite” do COIl. O Regulamento de execucdo (EU) n@
1348/2013 atualiza alguns métodos de anélise e determina-
dos valores-limite relativos as caracteristicas dos azeites.
Define valores de acidez livre para o “Azeite”, que ndo po-
dem ultrapassar 1,0g por 100g, enquanto o azeite com aci-
dez livre superior a 2,0g/100g ja é considerado lampante.
lgualmente a acidez do azeite refinado ndo pode ultrapassar
0s 0,3g/100g.

O COlI e as Diretivas Europeias tém uma detalhada série de
valores padrao e metodologias analiticas para os determinar
com o fim de definir e auxiliar na classificacdo dos azeites e
desta forma prevenir a adulteragdo ou processamentos dife-
rentes da extragdo por meios mecanicos. Estes parametros

incluem:

e Acidez livre (expressa como gramas de acido oleico/100g),
« indice de perdxidos < 20 mEq / kg,

e Composi¢ao em esterais,

¢ Conteudo de estigmastadieno,

e Conteudo de ceras,

e Absorgdo no UV (232 e 270 nm)- dienos e trienos conjuga-

dos

¢ Nimero Equivalente de Carbono (ECN)- triglicéridos de
numero de carbono equivalente 42,
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e Acidos gordos trans,

e Composicao dos triglicéridos.

Além das caracteristicas quimicas, o teste organolético tam-
bém é um parametro importante na categorizacdo do azeite
como Azeite virgem extra. A analise organolética exige um
painel treinado de 8 a 12 provadores. Para satisfazer as exi-
géncias de Azeite virgem extra, o painel deve determinar
que o azeite ndo sé nao apresenta defeitos de sabor e chei-

ro, como também possui certos atributos organolépticos.

O Regulamento de execugdo (EU) n? 1348/2013 adapta os
valores limite para os estigmastadienos, as ceras, o acido
miristico e os ésteres alquilicos de acidos gordos e apresenta

esquemas de decisdo para:

i) verificacdo da conformidade de uma amostra de azeite
com a categoria declarada com base em critérios de
gualidade tais como a acidez, o indice de perdxidos, os
valores da espectrofotometria no UV, a avaliagdo orga-
nolética e os ésteres etilicos. Os azeites que tenham
sido classificados como conformes sdo sujeitos ao es-
guema de decisdo seguinte:

ii) conformidade com os critérios de pureza com base no
3,5-estagmadienos, isomeros trans dos acidos gordos,
teor de acidos gordos, A NCE42, composicdo de este-
rois e esteradis totais, eritrodiol + uvaol e ceras.

Igualmente introduz um esquema de decisdo com parame-
tros mais restritivos para o campesterol e o delta-7-

estigmastenol.

Apesar da exaustiva lista de parametros utilizados para con-
firmar analiticamente a autenticidade de um azeite, a simila-
ridade quimica entre os diferentes 6leos vegetais dificulta
uma verificagdo rapida de misturas em pequenas quantida-
des. Nos anos 90 foram desarticuladas em Itdlia e Espanha,
redes de falsificacdo de azeite, com dleos de améndoas e
aveld provenientes da Turquia. Mais recentemente foram
apreendidos em Itdlia 25.000 L de éleo de soja geneticamen-
te modificada e de girassol, adicionados com beta-caroteno
e clorofila, o qual estava engarrafado como sendo Azeite

virgem extra.

As falsificagdes grosseiras sdo facilmente detetadas, seja
pela aplicagdo das metodologias indicadas nas Diretivas Eu-

ropeias e internacionais ou utilizando técnicas analiticas

sofisticadas. Frankel publicou, em 2010, um excelente artigo
de revisdo sobre a Quimica do Azeite virgem extra, adultera-
¢do, estabilidade oxidativa e antioxidantes, com multiplas
referéncias a utilizagdo das mais variadas técnicas instru-
mentais. O problema, contudo, se coloca quando a adultera-
¢do é realizada com azeite refinado ou com azeites de me-
nor qualidade, como é o caso dos azeites desodorizados por

tratamento térmico suave.

Os acidos gordos livres, os mono- di- e triglicéridos produzi-
dos quando as azeitonas estdo armazenadas antes da tritu-
racdo sdo convertidos rapidamente em alquil ésteres por
esterificagdo microbiana com etanol e metanol. A desodori-
zagdo retira os cheiros desagradaveis e estes azeites deso-
dorizados misturados com um azeite frutado poderiam, em
teoria, passar a prova de um painel sensorial. Sendo azeites
nao refinados a maioria dos parametros fisico-quimicos de-
veriam estar dentro dos limites estabelecidos. Contudo,
como a desodorizagdo ndo retira os alquil ésteres, a sua pre-
senga pode ser considerada um bom marcador para azeite
de baixa qualidade que foi submetido a uma desodorizagdo
suave (Pérez-Camino et al. 2008). Desde o 1 de Abril de
2014 o conteudo em alquil ésteres foi introduzido no Regu-
lamento 2568/91 (EEC) como novo parametro para avaliar a
categoria dos azeites. Existe agora um limite de 75 mg/kg
para o total de ésteres metilicos e etilicos de acidos gordos
(Regulamento de execucgdo (EU) n2 1348/2013).

Em 2011 a Universidade da Califérnia Davis publicou um
documento no qual reportava que 73% dos Azeites virgem
extra, de marcas de topo, tinham defeitos e ndo foram apro-
vados em testes sensoriais por 2 painéis de provadores re-
conhecidos pelo COIl, mesmo tendo sido aprovados na maio-
ria dos parametros fisico-quimicos. O grupo de investigado-
res utilizou 2 parametros adicionais, os quais sdo utilizados
na Alemanha e na Australia respetivamente: os diglicéridos
e as pirofeofitinas. Estes pardmetros, indicadores de degra-
dagdo, foram os que mais correlacionaram com o parecer
sensorial negativo dos provadores, assim como as medi¢des
no UV (Frankel et al, 2011).

A Unido Europeia reconhecendo que a adulteragdo do Azei-
te virgem extra, embora ndo represente um problema de

indole sanitario, sim constitui uma fraude econdmica que
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penaliza o consumidor, tem vindo desde os anos 90 a tentar
definir e melhorar legislagdo e metodologias para a sua de-
tecdo. Em dezembro de 2013 a Comissdo Europeia abriu
uma chamada dedicada para projetos de investigacdo e ino-
vacdo sobre Autenticacdo de Azeite (SFS-14a-2014). A cha-
mada destina-se a desenvolver metodologias e/ou protoco-
los para detetar processamentos indesejaveis, incluindo a
desodorizacdo e adulteragdo e para verificar a qualidade do
azeite, baseados em tecnologias avancgadas. Espera-se en-
contrar metodologias que ajudem a aumentar a competitivi-
dade do Azeite.
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A andlise de alimentos e a dete¢ao da fraude

Maria Jesus Tavares', Graca Campos?

1 Laboratdrio de Bebidas e Produtos Vitivinicolas/ASAE
2 Laboratério de Fisico Quimica/ASAE

Entende-se como fraude sobre mercadorias, segundo a
definicdo legal do DL 28/84 a agdo de quem, com intengdo
de enganar outrem nas relagbes negociais, fabricar,
transformar, importar, exportar, tiver em depdsito ou em
exposicdo para venda, vender ou puser em circulagdo por

qualguer outro modo mercadorias:

a) Contrafeitas, falsificadas ou depreciadas, fazendo-as

passar por auténticas, ndo alteradas ou intactas.

b) De natureza diferente ou de qualidade e quantidade

inferiores as que afirmar possuirem ou aparentarem

No

alteragdo, ou falsificagdo do alimento ou na adigdo ou

setor alimentar este conceito materializa-se na
subtracdo de componentes dos alimentos que pode ter
de do

consumidor, conforme se trate de concorréncia desleal ou

repercussdes econdémicas e/ou seguranga

atente contra a seguranga alimentar.

A maior ou menor ocorréncia de fraude esta condicionada
por fatores econdmicos e sociais. As crises econdmicas
propiciam a fraude, bem como a livre circulagio de
bens e as crescentes facilidades de comunicacdo que

potenciam o estabelecimento de redes a nivel mundial.

Sempre existiu fraude e sempre existird, no entanto a
responsabilidade social das empresas tornou-se um assunto
existindo ja normas

emergente, internacionais que a

descrevem.

A crescente exigéncia na transparéncia da atua¢do dos ope-
radores econdmicos é algo que acompanha a evolugdo das
sociedades. Os consumidores estdo cada vez mais atentos
aos comportamentos das empresas e dos organismos con-
troladores da sua atividade, podendo essa sensibilidade as-
sumir forma institucional, através de organizagdes de consu-
midores que visam promover e garantir os seus direitos nos
quais se incluiu a seguranga dos alimentos que consomem.
Também os operadores econémicos, sobretudo em situa-
¢Oes de crise econdmica, exigem de forma continuada dos
organismos controladores a defesa dos seus direitos relati-

vamente a garantia das condig¢des de livre concorréncia.
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E pois neste contexto de crescente importancia social e eco-
ndémica da fraude e de exigéncia na sua detegao que a anali-
se fisico-quimica e sensorial de alimentos, aplicada a dete-

¢do da fraude se integra.

A ASAE, através dos seus laboratdrios, enquanto entidade
que analisa e controla alimentos, conhece bem o facto das
praticas fraudulentas estarem sempre em desenvolvimento
e tenderem a evoluir de acordo com as potencialidades ana-

liticas dos organismos controladores.

Este facto obriga a que as potencialidades analiticas disponi-
veis nos seus laboratérios sejam utilizadas de forma integra-
da e os resultados apreciados em conjunto. Deste modo, as
andlises fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos tém de
ser entendidas como complementares e indispensdveis a

caracterizagao de qualquer tipo de alimento.

Um exemplo cldssico de fraude econdmica é a adigdo de
agua ao leite ou ao vinho para aumentar o seu volume, per-
mitindo assim a obtencdo de lucro indevido. Este tipo de

fraude é economicamente relevante.

Também a mistura de leite de vaca em queijos declarados
como sendo de ovelha ou cabra ou mistura Ovelha/Cabra
ilustra o caso de fraude econédmica sem que seja diretamen-
te posta em causa a seguranca alimentar. O valor comercial
da matéria-prima incorporada no fabrico do queijo é deter-
minante para o lucro obtido. De valor comercial mais reduzi-
do, o leite de vaca, se adicionado ao leite de cabra e/ou ove-
Iha é uma fraude que lesa o consumidor na expectativa da
genuinidade do produto que adquire e garante maior lucro
ao seu produtor. A legislacdo estabelece como fraude a de-
tecdo de mais de 1% de leite de vaca em mistura com o leite

das espécies declaradas.

Exemplo de outro tipo de fraude é a adicdo de um conser-
vante proibido ou em teor superior ao limite legal permitido
(sulfitos em carne ou acido sérbico em sumos) de modo a
prolongar indevidamente a sua vida util. Este tipo de fraude
tem relevancia econdmica e também tem relevancia em
termos de seguranca do consumidor que potencialmente
corre risco ao consumir estes alimentos.
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A dete¢do da fraude é geralmente uma tarefa complexa e
que obriga a uma interpretagdo conjunta de dados que vai
muito para além do cumprimento dos limites legais,
passando pelo conhecimento das tecnologias de fabrico e
dos valores tecnicamente admissiveis e caracterizadores de

cada tipo de alimento.
Exemplo : Fraude em Azeites

O azeite é um produto de exceléncia muito utilizado na die-
ta mediterranea tendo um efeito benéfico para a saude de-
vido as suas propriedades antioxidantes, por ser rico em
acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados, polifendis
e Vitaminas. Por este facto e por poder ser comercializado
em varias categorias é com frequéncia sujeito a fraude, tan-
to na sua classificagdo como na

sua genuinidade

(adulteragédo)

Para que o azeite seja comercializado é necessario que se
apresente de acordo com as especificacGes legisladas, com
base em analises fisico-quimicas e sensoriais (Regulamento

2568/91 e suas alteracgdes).

As analises fisico quimicas efetuadas nos azeites permitem

identificar duas situagGes:

Verificagao da categoria declarada - Critérios de qualidade
gue dependem do processo de fabrico, qualidade das azei-
tonas, e alteragGes com o tempo e condi¢des de armazena-
gem, por exemplo temperatura e reagdes com a luz e/ou
oxigénio o que conduz a um aumento da acidez, dos peroxi-
dos presentes e a alteragdo das absortividades caracteristi-

cas.

Verificagao da identidade - Critérios de pureza - em que se
verifica se o azeite ndo estd adulterado: misturado com dleo
de bagaco de azeitona, ou outro tipo de dleos refinados,
Oleos de sementes oleoginosas ou outras gorduras. Os
parametros mais relevantes para os critérios de pureza sao
o perfil de acidos gordos, os estigmastadienos (adicdo de
refinados), Esterois e ECN 42 (mistura com gordura de
outras origens); Ceras e eritrodiol/uvaol (adigdo de dleo de

bagaco de azeitona).

A andlise sensorial efetuada nas amostras de azeite destina-

se a determinar os valores da mediana do frutado e da me-

diana dos defeitos.
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Estdo estipulados valores maximos para estes 2 parametros
tendo em conta a categoria declarada. A titulo exemplificati-
vo, indicam-se os valores previstos para os azeites virgem
extra, que ndo podem apresentar qualquer defeito e a medi-

ana do frutado tem de ser superior a zero.

No caso dos azeites virgens e azeites virgem extra ha que
complementar os resultados dos varios parametros obtidos
da andlise fisico-quimica com os resultados da analise
sensorial uma vez que ambas sdo requeridas para garantir a

qualidade especifica da categoria declarada para o produto.
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Resumo

A oliveira (Olea europaea subsp. europaea var. europaea)
esta entre as culturas mais antigas sendo atualmente das
espécies mais cultivadas na regido Mediterranica. Estdo des-
critas cerca de 1200 cultivares, oriundas de 54 paises, as
quais conferem a tipicidade aos azeites, juntamente com as
caracteristicas edafoclimaticas das regides de producdo.
Esta tipicidade, cada vez mais valorizada a nivel internacio-
nal, tem sido incorporada na actual produgdo de azeites de
alta qualidade elaborados para apresentar caracteristicas
especificas. Caracteristicas estas intimamente relacionada
com determinada composicdo varietal (i.e. mistura de um
grupo definido de cultivares ou mesmo azeites produzidos
com uma cultivar Unica, os monovarietais). Obtém-se assim
produtos de maior valor econdmico, geralmente protegidos
em termos legais. Por conseguinte, o conhecimento da di-
versidade genética das diversas variedades a nivel molecular
é essencial para o desenvolvimento de marcadores genéti-
cos capazes da discriminagdo das mesmas, posteriormente
aplicados na avaliagdo da autenticidade de azeites extra
virgens de alto valor acrescentado como os DOP ou IGP. O
presente trabalho pretende abordar a diversidade biolégica
da oliveira a nivel mundial e a forma como esta esta a ser
explorada no desenvolvimento de metodologias baseadas
na analise de ADN para autenticacdo de azeites DOP, contri-
buindo assim para a valorizagdo econdmica destes e a sua
afirmacdo como um produto protegido, sujeito a mecanis-
mos de controlo, de alto valor acrescentado e com benefi-

cios para a saude humana.

As Cultivares de Olivreira

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie emblematica da
familia das Oleaceae que inclui também o género Fraxinus
(e.g. freixo), Ligustrum (e.g. alfeneiro), Jasminum (e.g. jasmi-
neiro) e Syringa (e.g. lilas). Segundo Green (Green, 2002) a
espécie compreende um complexo botanico no qual podem

ser identificadas seis sub-espécies: cuspidata, laperrinei,
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maroccana, cerasiformis, guanchica e europaea. Esta lltima,
Olea europaea subsp. europaea, inclui uma forma silvestre
denominada Olea europaea subsp. Europaea var. sylvestris
(Zambujeiro) e uma forma cultivada, Olea europaea subsp.
europaea var. europaed, Unica produtora de frutos ediveis e
com interesse agricola (Chiappetta & Muzzalupo, 2012). Esta
ultima sera, entdo, a forma correta de designagdo da oliveira

cultivada.

Apesar das origens desta cultura se terem perdido no tempo
existem alguns indicios que terd sido iniciada ha cerca de 6
milénios, no Médio Oriente. A oliveira terd entdo sido pri-
mordialmente cultivada por povos Hamitas e Semitas, habi-
tantes da regido a Sul do Cducaso e Oeste do planalto Irania-
no. Ha algumas indicagGes linguisticas que suportam esta
hipdtese, como por exemplo: o termo “zait” é derivado da
lingua Semita e seria usado em referéncia as oliveiras e seus
produtos. Na lingua Arabe a oliveira designa-se ainda hoje
por “zeitun” sendo também evidente a sua relagdo com as
palavras Portuguesas azeite e azeitona. Apds a domestica-
¢do e subsequente implementac¢do da cultura nessa regido,
as migragdes populacionais e o comércio maritimo dos sécu-
los seguintes tornaram possivel a disseminagdo da oliveira
por toda a bacia do Mediterraneo, implantando-se em pai-
ses onde assume hoje uma importancia crucial como na
Grécia, Italia, Franga, Espanha e Portugal. Na época da ex-
pansdo maritima iniciou-se o cultivo da oliveira no novo
mundo, pela mdo de colonizadores Espanhdis (Bartolini &
Petruccelli, 2002) e Portugueses. A bacia do Mediterraneo,
sendo a area tradicional do cultivo da oliveira, engloba 95%
dos olivais do mundo. Todavia, a cultura continua a expandir
-se para areas como a Australia, Argentina, Chile, EUA, Africa
do Sul

(Chiappetta & Muzzalupo, 2012), devido essencialmente ao

e mesmo locais mais exdticos como o Havai
reconhecimento das excepcionais caracteristicas nutricio-
nais do azeite (fonte de acidos gordos benéficos, compostos

fendlicos, vitamina E, carotenos, etc.).
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Ao longo dos séculos foram surgindo inumeras variedades
por for¢ca da multiplicagdo expontanea via reproducgdo sexu-
ada (i.e. através da germinagdo de sementes). A oliveira é
uma espécie alogamica pelo que os descendentes sdo sem-
pre originados pelo cruzamento entre plantas diferentes o
que lhes permite expressar caracteristicas hibridas, refletin-
do a variabilidade genética dos dois progenitores (Peixe et
al., 2013). O pélen originado por uma arvore pode percorrer
grandes distancias até fecundar outra planta. Este facto fa-
vorece a variabilidade genética e o aparecimento de um
grande numero de cultivares. As arvores mais adaptadas as
condicGes edafoclimaticas de cada regido - as mais produti-
vas, mais resistentes a doengas e que produzem frutos com
caracteristicas mais apreciadas - foram sendo empiricamen-
te selecionadas pelos agricultores e multiplicadas por via
assexuada ou vegetativa (Khadari & Bervillé, 2000). A multi-
plicagao das plantas mais interessantes por estacaria permi-
te a obtengdo de clones (plantas genotipica e fenotipica-
mente idénticas a planta mae) utilizados na plantagdo de

olivais.

Das complexas rela¢des genéticas entre as inUmeras cultiva-
res ancestrais emergiu uma consideravel diversidade perpe-
tuada até aos nossos dias (Trujillo et al., 2013). Esta diversi-
dade configura atualmente uma heranca cultural e bioldgica
que deve ser preservada e estudada pois constitui uma po-
tencial fonte de solug¢bes para os problemas que irdo surgir
na area da olivicultura, devido as previsiveis alteragdes
edafoclimaticas e, mesmo, potencial fonte de substancias

bioativas.

De acordo com a base de dados de referéncia na compilagao
de germoplasma de oliveira a nivel internacional (http://
www.oleadb.it/) estdo identificadas cerca de 1200 cultivares
de oliveira, oriundas de 54 paises. Nesta base de dados, cria-
da por Giorgio Bartolini do Istituto per la Valorizzazione del
Legno e delle Specie Arboree, Itdlia, podem ser obtidas in-
formacgdes sobre a cultivares como o nome comum, as sino-
nimias, dreas de cultivo e descritores (as caracteristicas mor-
foldgicas usadas para a sua discriminac¢do visual). Nos ulti-
mos 20 anos, todavia, o desenvolvimento tecnolégico agri-
cola e os consequentes melhoramentos da olivicultura, fo-
cando principalmente a produtividade das plantas, aumen-
taram o risco de erosdo genética da oliveira devido a substi-
tuicdo das culturas tradicionais por um nimero reduzido de
cultivares (e.g. Arbequina) com caracteristicas mais adapta-

das a colheita mecanizada. Desta forma, a identificacdo e
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preservacao das cultivares tradicionais torna-se um impera-
tivo de modo a assegurar a possibilidade de aproveitamento
do potencial dessas arvores no futuro (Rallo et al., 2013).
Esta preservagdo so pode ser feita com recurso a criagdo de
bancos de germoplasma onde, no caso das culturas propa-
gadas vegetativamente, sdo plantadas, mantidas e estuda-
das colegGes vivas ex-sito. Este trabalho tem vindo a ser exe-
cutado quer nos paises Mediterranicos quer nas novas regi-
des produtoras como os EUA, Chile, Africa do Sul, Australia e
China. Existem assim cerca de uma centena de cole¢des de
recursos genéticos de oliveira espalhadas pelo mundo
(http://www.oleadb.it/collections). Em Portugal encontram-
se alguns bancos de germoplasma dedicados a recolha e
manutencdo das variedades regionais, por técnicos qualifi-
cados, em varios locais do pais. Existe ainda uma considera-
vel colecdo de variedades na Estacdo Agrondmica Nacional,
em Oeiras e encontra-se em fase de implementacdo a Cole-
¢do Nacional de Referéncia de Cultivares de Oliveira, no Ins-
tituto Nacional de Recursos Bioldgicos, INRB, em Elvas, que
tem como principal objetivo a preservacdo e valorizagdo da
diversidade varietal autdctone de oliveira das regides olivi-

colas portuguesas.

A nivel internacional, um dos maiores e mais importantes
locais de conservacgdo de oliveira é o Banco Mundial de Ger-
moplasma de Oliveira, em Cérdoba, Espanha (Caballero &
Rio, 2008). Neste campo, estdo plantadas 499 plantas oriun-
das de 21 paises, representativas da diversidade genética
mundial. A plantagdo, num mesmo local, de tdo grande di-
versidade permite o desenvolvimento dos mais diversos
ensaios comparativos entre cultivares, sem interferéncia das
variacOes edafoclimaticas. Também os casos de sinonimia
(nomes diferentes atribuidos a mesma cultivar), homonimia
(o mesmo nome usado em diferentes cultivares) e identifica-
¢do incorrecta, muito frequentes principlamente entre dife-
rentes paises produtores, podem mais facilmente ser resol-
vidos nestas condi¢Ges. No ano de 2003, uma réplica do
banco mundial de Cérdoba foi estabelecida Tessaout, Mar-

rocos (Haouane et al., 2011).

Na tabela 1 sdo apresentadas, a titulo de exemplo, as culti-
vares de 24 paises de acordo com a selegdo das mais repre-
sentativas, apresentada no Catalogo Mundial de Cultivares
de Oliveira (FAO). No caso de Portugal indicam-se as cultiva-
res portuguesas com maior interesse agronémico segundo a
“Descrigdo das 22 variedades de Oliveira cultivadas em Por-
tugal” (Leitdo et al., 1986).
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Tabela 1. Cultivares de O. europaea representativas de 24 paises, Mediterranicos e produtores mais recentes.

Albania
Algéria

Argentina
Chile
Chipre
Croacia

Egipto

Eslovénia
Espanha

EUA
Franga

Grécia

Irdo

Israel

PAIS

CULTIVAR
Kalinjot Italia
Azeradj
Blanquette de Guelma
Chemlal de Kabylie
Limli
Sigoise
Arauco
Azapa
Ladoelia
Lastovka
Levantinka
Oblica
Aggezi Shami
Hamed
Toffahi
Bianchera Jordania

Arbequina Jugoslavia

Bical Libano
Blanqueta Marrocos
Carrasqueiio de la Sierra

Castellana

Changlot Real

Cornicabra Palestina
Farga Portugal
Gordal de Granada

Gordal Sevillana

Hojiblanca

Lucio

Manzanilla Cacerefia

Morisca

Morrut

Picual

Royal de Cazorla

Sevillenca

Verdial de Badajoz

Villalonga

Mission

Aglandau

Bouteillan

Grossane

Lucques

Picholine Languedoc Siria
Salonenque

Tanche

Adramitini

Amigdalolia

Chalkidiki Tunisia
Kalamon

Konservolia

Koroneiki

Mastoidis

Megaritiki Turquia
Valanolia

Fishomi

Rowghani

Mari

Barnea

Kadesh

Merhavia
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PAIS

CULTIVAR
Ascolana Tenera
Biancolilla
Carolea
Coratina
Dritta
Frantoio
Giarraffa
Itrana
Leccino
Moraiolo
Nocellara del Belice
Ottobratica
Pendolino
Rosciola
Taggiasca
Rasi'i
Zutica
Soury
Haouzia
Menara
Meslala
Picholine marocaine
Nabali Baladi
Carrasquenha
Cobrangosa
Cordovil de Castelo Branco
Cordovil de Serpa
Galega Vulgar
Maganilha Algarvia
Redondal
Azeiteira
Conserva de Elvas
Negrinha
Madural
Verdeal Transmontana
Redondil
Galega Grada de Serpa
Cordovil de Serpa
Verdeal Alentejana
Bical de Castelo Branco
Maganilha Carrasquenha
Abou-Satl
Doebli
Kaissy
Sorani
Zaity
Chemlali de Sfax
Chétoui
Gerboui
Meski
Oueslati
Ayvalik
Cekiste
Domat
Erkence
Gemlik
Izmir Sofralik
Memecik
Uslu



Riscos e Alimentos n2 7 | junho 2014

Diversidade de azeites e avaliagdo da sua autenticidade
varietal

O azeite é atualmente percepcionado pelos consumidores
como um produto alimentar de alta qualidade. O seu valor
econdmico estd dependente, em primeiro lugar, da catego-
ria com que foi classificado (virgem extra, virgem, lampan-
te). No entanto, dentro da superior categoria dos azeites
virgens extra existe uma grande variagdo no seu valor de
mercado devido a caracteristicas como a tipicidade organo-
Iéptica ou a area de origem da producgdo, cuja designacdo e
rotulagem sdo legalmente protegidas em sistemas como
DOP e IGP (Regulamento CE 2082/92). Este produtos sdo
usualmente obtidos a partir de determinadas variedades,
em percentagens definidas nos cadernos de especificagGes.
Para além do referido, o aparecimento no mercado de azei-
tes monovarietais (produzidos com recurso a uma sé culti-
var) tem vindo a intensificar-se, a semelhanc¢a do sucedido
no mercado vitivinicola nos ultimos anos. A cultura da diver-
sidade de variedades na produgdo tem sido promovida em
alguns paises, como a Itdlia, resultando numa maior diversi-
ficacdo do azeite virgem extra o que configura uma base de
atracc¢do dos consumidores exigentes (Rotondi, Magli, Mor-
rone, Alfei, & Pannelli, 2013). Estes, mais atentos as caracte-
risticas do produto, a sua diversidade e beneficios para a
saude, o que em muito contribui para um maior valor co-
mercial do azeite, tornando-o um alvo apetecivel para prati-

cas de adulteragdo.

A tipicidade organoléptica de um azeite extra-virgem é de-
terminada por fatores genéticos (cultivares), agronémicos,
ambientais e pelos processos tecnolégicos de extragao. No
entanto, a matriz genética, definida pelas cultivares, assume
um papel relavante na tipicidade sensorial (Rotondi, Alfei,
Magli, & Pannelli, 2010). Atualmente os azeites sdo avalia-
dos em termos organolépticos com recurso a 13 atributos: 9
olfativos (frutado, folha verde, erva, améndoa, tomate, ma-
¢a, alcachofra, bagas e ervas aromadticas) e 4 gustativos
(frutado, amargo, picante e a fluidez). Estes atributos sdo
guantitativamente avaliados obtendo-se assim um registo
do perfil organoléptico de cada azeite (Rotondi et al.,
2013).Todavia, tendo em conta a variabilidade bioldgica
intrinseca a planta e a provocada pelas diferentes condi¢des
edafoclimaticas, a avaliagdo dos atributos orgonolépticos
nem sempre é suficientemente objetiva para assegurar a
autenticidade do azeite. E assim necessario o desenvolvi-

mento de ferramentas laboratoriais capazes de identificar as
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cultivares constituintes no produto final azeite. Este tipo de
controlo requer, portanto, metodologias com um poder de
discriminacdo a um nivel inferior ao da sub-espécie, sé pos-
sivel através da analise de ADN, nomeadamente de regides

genéticas variaveis entre cultivares.

Métodos moleculares para avaliagdo da autenticidade

A autenticidade de um azeite, particularmente de um azeite
virgem extra, é tradicionalmente avaliada a nivel laboratori-
al com recurso a marcadores quimicos como os esterdis,
compostos fendlicos, acidos gordos, triacilglicerdis, compos-
tos volateis, tocoferdis, etc. No entanto, a composicdo qui-
mica do azeite é altamente influenciada por fatores ambien-
tais e agrondmicos pelo que apenas a utilizagdo de marcado-
res unicamente dependentes das cultivares constituintes
podera ser adequada a autenticagdo botéanica (cultivares) e
geografica. Este facto levou ao desenvolvimento de marca-
dores baseados no ADN uma vez que estes sdo independen-
tes das condigdes ambientais e tecnoldgicas (Enferadi &
Rabiei, 2013).

O principal obstaculo a utilizagdo de marcadores molecula-
res na autenticidade do azeite é a extragdo de ADN. Quanti-
dades significativas desta molécula podem ser encontradas
no azeite obtido por extracdo a frio, todavia, subsequentes
processamentos tecnoldgicos como a filtragdo e a natural
atividade de nucleases que degradam o ADN durante o ar-
mazenamento tém como consequéncia a diminuicdo da
guantidade de acidos nucleicos no azeite (Consolandi et al.,
2008). Obtém-se assim, da azeites embalados, extratos com
baixa concentragdao, ADN muito degradado e, adicionalmen-
te, contendo substancias inibidoras das reacGes necessarias
para a analise subsequente, como os compostos fendlicas
inibidores da polimerase do ADN, essencial na amplificacdo
dos marcadores alvo pela reagdo de PCR (reagdo em cadeia
da polimerase do ADN). A diminuta quantidade de ADN obti-
da do azeite ndo é, contudo, o maior problema da aplicagdo
das técnicas moleculares. O principal obstaculo reside na
elevada degradacdo apresentada pela molécula o que dimi-
nui drasticamente a informagdo nesta contida (Enferadi &
Rabiei, 2013). Varias técnicas tém sido propostas para supe-
rar as dificuldades da extraccdo de ADN com resultados sa-
tisfatdrios e bons trabalhos de revisdo sobre o assunto tém
sido publicados (Breton, Claux, Metton, Skorski, & Bervillé,
2004).
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Ultrapassado o primeiro obstaculo, a obtengdo de um extra-
to de ADN suficientemente puro, surge a necessidade da
sele¢do dos marcadores apropriados. Marcadores de ADN
sdo, em suma, regides da molécula de tamanho relativa-
mente pequeno contendo variagdes na sua sequéncia que
permitem discriminar as cultivares. A maioria destes marca-
dores sdo previamente amplificados pela reagdo de PCR e
posteriormente analisados recorrendo a diversas técnicas
laboratoriais. Muitos marcadores foram ja utilizados para a
discriminagdo de cultivares em azeite como por exemplo:
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphisms), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter Single
Sequence Repeats), SSR (Single Sequence Repeats ou micros-
satélites); SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) e
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Varios trabalhos de
revisdo sobre o tipo de marcadores moleculares usados na
autenticidade de azeite tém sido publicados dos quais sali-
ento dois (Ben-Ayed, Kamoun-Grati, & Rebai, 2013; Bracci,
Busconi, Fogher, & Sebastiani, 2011). A figura 1 resume a
sequéncia analitica a que um azeite é sujeito para a avalia-

¢do da sua autenticidade por métodos moleculares.

| - Extraccdao de ADN

‘ Avaliagdo da qualidade do extracto

Selecgdo de marcadores

Il - Amplificacdo pela reac¢dao de PCR

Il - Andlise de polimorfismos nas

regides amplificadas

Sequenciagdo, Electroforese, HRMA (High
Resolution Melting Analysis), etc.

Figura 1. Sequéncia laboratorial das técnicas analiticas para

avaliacdo da autenticidade varietal de um azeite

Apesar do grande numero de marcadores que tém sido utili-
zados os mais recentes trabalhos de investigacdo focam a
aplicagdo dos marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms). SNPs sdo variagdes da sequéncia em regi-
Oes determinadas do genoma, em apenas um nucledétido, o
que permite a existéncia de diferentes alelos nos individuos

de uma populagdo normal. S3o a forma mais abundante de

variagdo nos genomas o que os torna um alvo preferencial
quando é necessario realizar a discriminagdo de individuos
muito semelhantes (Brookes, 1999). A identificagdo de SNPs
altamente polimadrficos tem sido o principal objetivo de es-
tudos muito recentes possibilitados pelas mais modernas
técnicas de sequenciagdo de ADN como a sequenciagao pa-
ralela ou NGS (Next Generations Sequencing) aplicadas a
sequenciagdo massiva do genoma das variedades mais im-
portantes a nivel mundial (Kaya et al., 2013; Pérez-Jiménez,
Besnard, Dorado, & Hernandez, 2013). Estes marcadores
podem ser analizados recorrendo a diversas técnicas incluin-
do a amplificagdo da regido do SNP pela reacdo de PCR e
subsequente andlise pela recente técnica de HRMA (High
Resolution Melting Analysis) (Faria, Magalhdes, Nunes, &
Oliveira, 2013).

A sequenciagdo completa do genoma da oliveira, principal
objetivo do Consércio Internacional do Genoma da Oliveira
(http://olivegenome.karatekin.edu.tr/) estd em curso, assim
como a resequenciacdo de regides variaveis em fragGes con-
sideraveis do genoma das cultivares mais importantes, o
que permitird o desenvolvimento de novos e mais efetivos

marcadores para discriminagdo a nivel inter-varietal.

O aparecimento de azeites com caracteristicas distintas,
com base mono-varietal ou produzidos a partir de um pe-
queno numero de cultivares, aumenta o interesse dos con-
sumidores no azeite de alta qualidade e, consequentemen-
te, o seu valor econdmico. Este facto é motivador do inte-
resse dos grupos de investigacdo internacionais que tém
demonstrado uma grande atividade no desenvolvimento de
solugdes, baseadas na mais recente tecnologia analitica,
para garantir a autenticidade do azeite. O desenvolvimento
de um produto sui generis, auténtico e sauddvel, assegurado
pela atuacdo sinérgica de produtores, entidades reguladoras
e investigacdo, garantira, certamente, um futuro promissor
ao produto de maior importancia da cultura Mediterranica,

0 azeite.
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O azeite virgem extra é Unico entre os 6leos vegetais comer-
ciais. A sua composicao equilibrada determina uma estabili-
dade oxidativa elevada, simultaneamente com caracteristi-
cas sensoriais de exceléncia e efeitos positivos para a saude.
Inicialmente estes efeitos eram suportados maioritariamen-
te pela riqueza em 4acidos gordos monoinsaturados mas ao
longo dos anos tem vindo a ser provado cientificamente que
0s seus constituintes minoritario desempenham um papel
tdo, ou mais importante. Hoje sabemos claramente que es-
ses compostos extraidos do fruto da oliveira juntamente
com os triglicerideos sdo responsaveis por muitas das pro-
priedades tecnoldgicas e efeitos na saude do azeite virgem

(Pérez-Jiménez et al, 2007).

O azeite virgem extra é classificado de acordo com o seu
método de extragdo, puramente fisico e processado a baixas
temperaturas, e pelas caracteristicas organoléticas e quimi-
cas do produto final (Regulamento (UE) n.2299/2013). Na
verdade, o azeite virgem é dos poucos dleos vegetais que
pode ser consumido no seu estado cru, tal como extraido,
retendo por isso a maior parte dos compostos extraidos do
fruto enquanto os 6leos vegetais comerciais sdo obrigatoria-
mente refinados. Apesar da refinacdo promover a remocdo
de defeitos quimicos e sensoriais, retira também a
“frescura” e a identidade sensorial. Isto faz com que o azeite
seja um produto delicado e ao mesmo tempo Unico, uma
vez que reflete diretamente a qualidade e defeitos das ma-
térias-primas que o originaram e do processamento aplica-
do.

De entre os compostos minoritdrios que tornam o azeite
uma gordura tdo particular na dieta humana, os compostos
fendlicos tém um papel predominante. Estes compostos
apresentam propriedades antioxidantes e contribuem simul-
taneamente para o flavour e sabor caracteristico dos mes-
mos. A presenca de alfa-tocoferol (vitamina E), carotenoi-
des, esqualeno, e esterdis, entre outros (Figura 1), origina
uma eficiente rede que reduz a degradacdo oxidativa do
azeite, ao mesmo tempo que fornece aos consumidores um

conjunto de compostos bioativos com elevado potencial

para a saude (Rastrelli et al, 2002). As propriedades antioxi-
dantes dos compostos fendlicos, em particular da oleuropei-
na e do hidroxitirosol (Figura 1) tém sido as mais estudadas.
Os compostos fendlicos do azeite tem demonstrado em es-
tudos experimentais serem eficientes na prote¢do contra a
oxidacdo dos lipidos, DNA e colesterol-LDL (Covas, 2006),
retardando a progressao da aterosclerose em modelos ani-
mais. Para além disso, existem igualmente evidéncias que o
beta-sitosterol e o polifendis do azeite inibem a formacgao
de espécies reativas de oxigénio, reduzindo a suscetibilidade
a oxidacdo das particulas LDL e a peroxidagdo das membra-

nas dos eritrdcitos (Pérez-Jiménez et al, 2007).

HO OH

OH
Hydroxytyrosol

HO

Tyrosol

Squalene
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Figura 1: Compostos minoritarios com elevada relevancia no
azeite virgem

Infelizmente, e por oposicdo a um bom vinho, a qualidade
do azeite ndo aumenta com o tempo. A partir do momento
em que os lipidos sdo removidos do fruto inicia-se um
processo de degradacdo em retorno e a sua qualidade
comeca a diminuir em consequéncia de reagdes de oxidagdo

e, em menor extensdo, hidrélise. Assim, para assegurar 0s
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interesses do consumidor, o propdsito ultimo da cadeia de
producdo do azeite, deve ser dada atengdo a quatro pontos
principais: a qualidade das azeitonas, o processo de extra-
¢do do azeite, as condi¢Ges de armazenamento e o seu uso
adequado. Os dois primeiros pontos sdo determinados pelos
produtores e extratores de azeite, que garantem que a in-
formacdo rotulada no momento do envasamento. A partir
dai, as garrafas de azeite passardao por vendedores e com-
pradores, sendo frequentemente expostas a condi¢Ges am-
bientais pouco adequadas a sua preservagao. Isto decorre
maioritariamente da falta de informagdo, sendo comum
pensar-se que que, independentemente das condi¢des de
armazenamento, o produto dentro da garrafa mantem as
suas caracteristicas desde que foi embalado até ao seu pra-
zo de validade rotulado. Completamente errado. Esta pe-
quena revisdo pretende chamar a ateng¢do principalmente
para o correto armazenamento do azeite e uso doméstico,
salientando as principais altera¢des que sdo inevitavelmente
decorrem com o envelhecimento do azeite e medidas ade-

quadas para as reduzir.

Processamento do azeite: apesar de ndo estar nas “maos
“do consumir, é importante entender que mesmo com os
melhores processos e equipamentos de extracdo ndo é pos-
sivel produzir um azeite de qualidade a partir de azeitonas
com defeito. Mesmo a presenca de uma pequena quantida-
de de azeitonas danificadas pode originar defeitos num lote
inteiro de azeite, impedindo imediatamente a sua classifica-
¢do comercial com virgem extra. Na verdade, um azeite mais
antigo pode até ser de melhor qualidade do que um azeite
novo processado com azeitonas com defeito (Aparicio-Ruiz
et al, 2014). Por outro lado, se o processo de extragdo nio
for feito adequadamente, azeitonas de elevada qualidade
podem originar azeites de baixa qualidade. A extracdo deve
ocorrer logo apds a apanha e deve ser rapida, sem recurso a
aquecimento, para reduzir a hidrdlise e oxidacdo, e conse-
guentemente a perda dos compostos antioxidantes natural-
mente presentes. Apds extragdo o azeite estd no seu culmi-
nar de frescura e favor ideal. A partir dai o azeite perdera
gradualmente a sua cor caracteristica e intensidade orga-
nolética. O tipo de azeitonas utilizado e o seu estado de ma-
turagdo condicionam também a composi¢do do azeite obti-
do, em particular pela presenga dos compostos fendlicos,
que decrescem com a maturagado, e alteragdo das proprieda-

des sensoriais, com uma reduc¢do dos atributos frutados e
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aumentos dos doces.
Armazenamento do azeite:

Tal como muitos outros produtos sazonais que sdo consumi-
dos ao longo do ano, o azeite tem que ser armazenado. Por
isso, apos extragdo, o dleo é reservado em lotes, sendo usu-
almente engarrafado apenas quando é formalizada a sua
venda. Sem nenhuma restri¢cdo legal que restrinja o seu pra-
zo de validade e sabendo que este dependera principalmen-
te da composi¢do do azeite e das condi¢des de armazena-
mento, os promotores definem usualmente a data de vali-
dade com base na data de extragdo, ajustando-a as caracte-
risticas analiticas que o produto apresenta no embalamento,

sendo usual entre 9 até 24 meses.

Contudo, mesmo em condi¢cdes adequadas de armazena-
mento o azeite oxide-se lentamente, sendo esta a sua prin-
cipal causa de deteriora¢do. Tal como mencionado, o tempo
de vida do azeite é muito variavel, dependendo da varieda-

de da azeitona, do seu estado de maturagao, do cuidado

aplicado durante a extragdo e do armazenamento, sendo
dificil definir um tempo de vida real. Para além disso, mes-
mo o melhor azeite virgem-extra perdera as suas proprieda-
des e classificagdo se inadequadamente armazenado. Infeliz-
mente é frequente ver as garrafas de azeite diretamente
expostas a luz branca em diversas superficies comerciais e
mesmo na casa dos consumidores algumas garrafas d azeite
sdo mantidas a luz, como se de objetos de decoragdo se
tratassem. O consumidor podera, no primeiro caso, ndo
estar a adquirir o produto com as caracteristicas rotuladas

ou estraga-lo antes de o consumir.

Os acidos gordos polinsaturados sdo o principal foco da oxi-
dacdo. Para os proteger do dano oxidativo, os antioxidantes
naturais do azeite virgem cooperam eficientemente. A vita-
mina E, o antioxidante mais importante no azeite, é o pri-
meiro antioxidante a ser consumido. Quando este desapare-
cer, os seus produtos de oxidagdo tornam-se parcialmente
pré oxidantes, e assim capazes de oxidar outras moléculas,
como o esqualeno, gerando-se uma rea¢do em cadeia que,
no seu final, ndo serd mais capaz de prevenir a oxidagdo dos
acidos gordos insaturados. A perda de compostos antioxi-
dantes neste processo reduz os efeitos potenciais para a

salde do consumidor, e os compostos que sao formados
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nestas complexas reagdes podem dar cheiro e sabor desa-
gradavel ao azeite, para além de poderem também apresen-
tar alguma toxicidade (Rastrelli et al, 2002).

S3do trés os principais fatores reesposdveis pela degradagdo
do azeite engarrafado: oxigénio, luz e temperatura. Para o
preservar, o azeite deve ser guardado no escuro, na ausén-
cia de oxigénio e sob baixas temperaturas. O oxigénio induz
a peroxidacao lipidica, acelerada pelo aumento da tempera-
tura, enquanto que a luz propicia a foto oxidagdo. O tipo de
embalagem tem uma marcada influéncia na disponibilidade
de ambos. O azeite virgem extra é usualmente vendido em
garrafas de vidro mas cada vez é mais comum a disponibili-
zacdo em garrafas de plastico, frequentemente associadas a
produtos de menor valor comercial. O vidro e plastico inco-
lor tém a desvantagem de ndo criar uma barreira a luz, per-
mitindo a foto oxidagdo. Apenas uma embalagem opaca
serad plenamente eficiente, o que ndo é comum (Caponio et
al 2005). O facto do consumidor ndo ver o produto que
compra, como ocorre em garrafas opacas ou embalagens de
inox, ainda é visto com alguma reserva. No que respeita ao
oxigénio, apenas o vidro e o inox podem ser consideradas
barreiras eficientes, sendo este um dos maiores problemas
no plastico. Numa garrafa de politereftalato de etileno (PET)
verificam-se maiores degradagdes logo apds 3 meses de
armazenamento em comparagdao com embalagens estan-
ques a luz e oxigénio (Méndez e Falqué, 2007). A permeabi-
lidade do PET ao oxigénio pode ser reduzida criando barrei-
ras passivas, como a adi¢do de filmes exteriores adicionais,
ou por tecnologia ativa, utilizando PET com compostos com
capacidade para bloquear a radiagdo UV ou reagir com o
oxigénio impregnados na sua matriz molecular polimérica
(Gambacorta et al, 2004, Cecchi et al, 2010). Existem tam-
bém tecnologias simples para reduzir a disponibilidade em
oxigénio, como reduzir o espaco de cabeca na garrafa ao
minimo ou preenchendo-o com um gas inerte, como o ar-

gon ou azoto.

Contudo, toda e qualquer barreira serd quebrada no mo-
mento de abertura da garrafa. Na verdade, cada vez que
uma garrafa é aberta, o espaco livre da garrafa fica com ar

novo, criando-se assim um constante acesso a oxigénio. Este
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fendmeno aumenta com o uso porque a proporg¢do de ar na
garfa aumenta também. As perdas de vitamina E, por exem-
plo, ao fim de 12 meses de acondicionamento aumentam de
cerca de 25% numa garrafa cheia para 90% numa garrafa cm
metade do azeite, independentemente de ser acondiciona-

da em vidro claro ou escuro (Rastrelli et al, 2002).

Utilizagdo domeéstica do azeite: de forma a preservar os
atributos do azeite virgem extra, este deve ser consumido
em cru, como tempero final em saladas frescas, sopas, etc.
No entanto, um dos principais usos dos 6leo vegetais em
geral é para processamento culinario, como em assados e
fritura. As temperaturas elevadas deste tipo de processa-
mento inevitavelmente aceleram a degradagdo destes, nao
sendo exceg¢do no caso do azeite. Conforme mencionado,
pelo fato de ser rico em acidos gordos monoinsaturados e
ter um conjunto interessante de compostos antioxidantes
na sua composicdo, o azeite é menos suscetivel a oxidagao
do que a maioria dos 6leos vegetais comercias. Contudo,
enquanto estes compostos antioxidantes sdo gastos na
protecdo dos acidos gordos, os efeitos na salide decorrente
do seu consumo sdo reduzidos. Os compostos fendlicos, por
exemplo, como o hidroxitirosol e seus derivados, ficam
reduzidos a metade apenas com a fritura de batata fresca a
1802C durante 10 minutos, enquanto que a vitamina E prati-
camente desaparece ao fim de 3 a 6 horas de fritura (Santos
et al, 2013). Assim, o processamento térmico deve ser redu-
zido ao minimo e na menor temperatura tecnologicamente
possivel. Para aquecimento prolongado, podera até consi-
derar-se a adicdo de pequenas por¢Ges de azeite “fresco”
para renovar os antioxidantes e prolongar a protecdo. Ainda
assim, os compostos fendlicos tipicos do azeite virgem tém
um sabor caracteristico, deixando um flavor e sabor residual
nos alimentos que pode ndo ser bem aceite por alguns con-
sumidores. Por isso, para fritura os azeites mais “leves”,
com menor teor em compostos fendlicos podem constituir
uma alternativa interessante, utilizando-se para isso azeites
extraidos de azeitonas mais maduras ou misturas com
refinado,
“Azeite” (Santos et al, 2013).

azeite a categoria comercial designada de
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Conclusoes finais

Apesar de ndo ser possivel evitar, é possivel reduzir a degra-
dacgdo do azeite se se conhecerem e compreenderem as sua

principais “fraquezas” e se forem tomadas medidas efetivas.

Os armazenistas e vendedores devem ter particular atengdo
ao local de armazenamento, com luz reduzida e baixas tem-
peraturas, de preferéncia dentro das caixas de cartdo em
que sdo usualmente transportados se nao forem de material

escuro.

Os consumidores devem adquirir azeite em fung¢do do con-
sumo estimado e ndao comprar para guardar. Em casa, de-
vem manté-lo em local escuro e longe de fontes de calor e
consumi-lo no mesmo ano de produgdo. Uma vez abertas,
as garrafas devem ser consumidas rapidamente de forma a
reduzir o contacto do azeite com o oxigénio. Para tempero
devem usar-se os melhores azeites virgem extra ou adicio-
nar apenas no final do processo culinario de forma a reter as
suas caracteristicas. Para processamento térmico, e uma vez
que garantidamente parte das suas mais-valias serdo reduzi-
das, poderad ser utilizado azeite de qualidade comercial infe-

rior, nomeadamente a categoria “azeite”.
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Introdugao

A sociedade atual aspira por uma confecdo de alimentos
rapida, pratica e de qualidade, tanto palatavel como nutrici-
onal. Apesar do consumidor ter cada vez mais informacgdo e
consciencializagdo sobre a relagdo entre alimentagdo, nutri-
¢do e salde, em particular no que diz respeito aos lipidos, a
escolha de alimentos fritos continua a aumentar, suportada

essencialmente pelos seus atributos sensoriais inigualdveis.

Do ponto de vista nutricional, e segundo a Dire¢do Geral da
Saude (2005), os acidos gordos monoinsaturados (MUFA)
sdo os que melhor se adaptam as necessidades do nosso
organismo e o seu consumo esta associado com a diminui-
¢do do colesterol sanguineo, principalmente a fragcdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) designada como
“mau colesterol”, e manutencdo da integridade celular. Si-
multaneamente, do ponto de vista tecnoldgico, os lipidos
monoinsaturados sdo mais resistentes a oxida¢do do que os
polinsaturados, constituindo interessantes produtos para
utilizar no processamento térmico, uma vez que a alternati-
va mais estavel, as gorduras saturadas, sdo comprovada-

mente nefastas para a nossa salde cardiovascular.

De entre os 6leos vegetais disponiveis comercialmente, os
principais fornecedores de acidos gordos monoinsaturados
sdo o azeite, seguido pelo dleo de colza e de amendoim
(Decreto-Lei 106/2005). Esta caracteristica torna estes 6leos
vegetais recomendados no processo de fritura. Nos paises
mediterranicos o azeite é a gordura culinaria mais utilizada
na preparacao de alimentos ao nivel doméstico e industrial
(Kalogianni et al, 2010; Carrageta, 2014), o 6leo de amen-
doim é um dos recomendados para uso em refeitorios esco-
lares portugueses (Circular n.23/DSEEAS/DGE/2013) e o 6leo
de colza é muito comum em alguns paises da Europa Central
e de Leste (Booth e Gunstone, 2004).

E comum a utilizacdo de dleos vegetais em diversos proces-
sos culinarios, como na fritura, nos assados ou até no micro-

ondas. A fritura é caracterizada pela imersdao de géneros
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alimenticios num dleo ou gordura comestivel a uma tempe-
ratura elevada (até 180°C) (Portaria n.2 1135/95) no qual o
uso intermitente e repetido é uma pratica comum. Resumi-
damente, é um processo de desidratacdo pelo calor com
transferéncia de massa e reagfes fisico-quimicas simulta-
neas entre o 6leo e o ar e entre o 6leo e os componentes
dos alimentos. Se por um lado estas reagdes promovem as
tdo desejadas propriedades organoléticas, com a formagdo
de compostos de aroma, cor e textura, por outro lado redu-
zem a qualidade do éleo de fritura por hidrélise, oxidagao,
polimerizagdo, isomerizagdo e ciclizacdo (Choe e Min, 2007;
Zhang et al, 2012; Santos et al, 2013).

O presente trabalho pretende comparar a performance tér-
mica de dleos vegetais monoinsaturados, incluindo o azeite,
em situagOes reais de preparagao de alimentos fritos, nome-
adamente batata. Para tal determinaram-se parametros
caracteristicos de oxidagdo nos dleos e alguns componentes
nutricionais importantes nas batatas, nomeadamente vita-
mina C, incorporagdo de gordura e consequentemente de
vitamina E, sem descurar contaminantes resultantes do pro-
cessamento alimentar, como a acrilamida, bem como a acei-

tagdo por parte de um painel de provadores.

Material e métodos
Amostragem

As amostras de batata, variedade Fontane, foram palitadas
em fresco e fritas, durante 6 minutos a 175°C numa fritadei-
ra elétrica (Tristar, FR-6929), simulando a fritura efetuada
nos restaurantes, sob a forma de fritura intermitente de 8
horas diarias, num total de 28h. Foi utilizado azeite virgem
extra, 6leo de amendoim e colza, este Ultimo de origem
francesa uma vez que ndo é comum a sua venda em Portu-
gal. A cada 4h foram recolhidos amostras de 6leo e batatas
para analise, com exce¢do do primeiro dia, que ocorreram

passado 8h. As amostras de dleo foram armazenadas a 4°C,
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em frascos fechados em atmosfera de azoto. Na batata fo-
ram realizadas algumas determinagdes imediatamente, sen-
do o remanescente triturado (Flama, Cesar, Portugal) e ar-

mazenado a -20°C até posterior analise.

Andlises Fisico-Quimicas

Tanto nos 6leos como nas batatas, a determinacgdo de aci-
dos gordos e vitamina E foi efetuada de acordo com Casal et
al (2010). Para avaliagdo do estado de oxidagdo dos dleos
foram avaliados os compostos polares por cromatografia de
exclusdo de tamanho de elevado desempenho (HPSEC), de
acordo com Marquez-Ruiz et al (1996) e Dobarganes et al
(2000), e o indice de p-anisidina em conformidade com a
norma ISO 6885:2006. A gordura das batatas fritas foi extrai-
da pelo método Soxhlet AOAC 945.16 e a vitamina C total foi
quantificada como acido ascérbico por cromatografia liquida
(HPLC-UV), apods redugdo do acido desidroascorbico segun-
do Van de Velde et al (2012) e Chebrolu et al (2012). A acri-
lamida foi determinada apds derivatizagdo com xantidrol e
posterior extragdo do composto formado (xantilo-
acrilamida) com acetato de etilo e analise por cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (GC-MS). A extracdo dos
volateis realizou-se através da técnica Head-Space Solid-
Phase Microextraction, sendo igualmente seguido de andlise

por GC-MS.

Andlise Sensorial

A analise sensorial foi realizada por um painel de provadores
e baseou-se na andlise descritiva quantitativa para avaliar as
caracteristicas sensoriais de batatas fritas nos trés dleos

monoinsaturados em estudo ao longo do tempo do estudo.

Resultados e discussao
Resisténcia térmica e evidéncia de dano oxidativo

O comportamento térmico de um éleo pode ser avaliado
pela monitorizagdo, ao longo da fritura, dos niveis de acidos
gordos monoinsaturados e dos niveis de formas trans que
inevitavelmente se vdao formando. A formagdo de acidos
gordos trans tem sido usada como um indicador de degra-
dagdo dos 6leos (Talpur et al, 2012), estando a sua presenga
associada a uma maior incidéncia de doengas cardiovascula-
res (Direc¢do Geral da Saude, 2005). Na figura 1 sdo

apresentados os resultados experimentais obtidos com os 3

oleos em estudo, os quais apresentavam diferentes teores
iniciais de 4acidos gordos monoinsaturados: azeite (74%),
oleo de colza (63%) e 6leo de amendoim (56%), o que esta
de acordo com a legislagdo vigente (Regulamento (UE) n.2
299/2013; Decreto-Lei n.2106/2005). Comparativamente
aos 6leos vegetais com maior teor em acidos gordos polinsa-
turados, como os 6leos de girassol, de milho ou de soja, o
facto de aqueles Oleos apresentarem na sua composi¢do
maioritariamente dacidos gordos monoinsaturados, é de
grande importancia para a sua estabilidade oxidativa
(Marinova et al, 2012). Ja no que respeita ao nivel de acidos
gordos trans, verificou-se um acentuado aumento ao longo
do processo para todos os d6leos. Como seria de esperar,
dado tratar-se de dleos refinados, os 6leos de colza e de
amendoim, apresentavam um teor de formas trans inicial
superior ao azeite, (0,18% e 0,26%, contra 0,01%). Durante o
ensaio a evolugdo dos 3 dleos é semelhante mas isso ndo
obstou a que os teores finais se apresentassem sensivel-

mente idénticos para todos os 6leos, de cerca de 0, 4 %.
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Figura 1. Evolugdo da percentagem de 4cidos gordos monoi-
nsaturados (A) e trans (B) ao longo do tempo de fritura.

A performance térmica dos 6leos pode também ser avaliada
pelo teor de compostos polares formados ao longo da fritu-
ra. Sob a designagdo comum de compostos polares incluem-
se diversos compostos de degradagdao, nomeadamente pro-
dutos de hidrélise, de oxidacdo e de polimerizacdo. De acor-
do com a lei portuguesa (Portaria n.21135/95), o ponto legal
de rejeicdo para éleos de fritura ocorre quando estes atin-
gem 25% de compostos polares totais. A Figura 2 apresenta
os resultados obtidos na mesma experiéncia de fritura refe-
rida anteriormente, tanto para a totalidade dos compostos

polares (Figura2 A) como especificamente para um dos
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principais grupos especificos deste tipo de compostos, os
triacilglicerdis oxidados (Figura 2B). Os resultados revelaram
uma maior estabilidade a oxidagdo por parte do azeite com-
parativamente aos 6leos vegetais monoinsaturados, tendo
sido o Unico dleo que nao atingiu o limite legal ao fim das
28h de experiéncia. Contudo, a analise da fracdo de triglice-
rideos oxidados, potencialmente a que apresentard maiores
efeitos deletérios para a saude do consumidor, permitiu
observar que também no caso do azeite se verifica um au-
mento continuo ao longo do tempo de fritura, atingindo o
final da experiéncia com teores equivalentes aos restantes

dois 6leos.

azeite, sendo compostos com reconhecido efeito todxico
(Katragadda et al, 2010),
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Figura 2. Evolugdo da percentagem de compostos polares
totais longo do tempo de fritura (A) e, dentro destes, de
triglicerideos oxidados (B).

O estudo da natureza e da concentragdo dos compostos
volateis formados durante a fritura, como consequéncia da
sua degradacdo térmica, é importante para auxiliar a com-
preensdo das reagdes quimicas que ocorrem durante o pro-
cesso de fritura (Takeoka et al, 1996). De entre o grande
numero de compostos volateis que podem ser encontrados,
destacam-se os aldeidos (principalmente 2-alquenais e 2,4-
alcadienais) formados por decomposi¢ao térmica dos hidro-
perdxidos (Fereidoon e Ying, 2005), cuja quantidade total é
normalmente avaliada através do ensaio da p-anisidina, que
corresponde por isso a um método indicativo do grau de
oxidacdo secundaria. Pela andlise da figura 3, que apresenta
os resultados obtidos para o indice de p-anisidina, pode con-
cluir-se que os trés 6leos em estudo apresentaram diferen-
tes graus de oxidagdo secundaria, a qual foi maior no dleo
de colza, seguindo-se o 6leo de amendoim e o azeite. Tendo
em conta a sua volatilidade, a andlise detalhada deste tipo
de compostos na batata foi efetuada por cromatografia
gasosa, tendo-se verificado uma maior concentragdo de

alcadienais nas batatas fritas em dleo de colza e menor no

Figura 3. Evolugdo do indice de p-anisidina ao longo do tem-
po de fritura.

A formagdo de acrilamida durante a fritura da batata tem
recebido muita atengdo por parte da comunidade cientifica
e dos consumidores em geral. Neste estudo, verificou-se
que a formagdo de acrilamida é similar entre as batatas pro-
cessadas nos trés tipos de éleo monoinsaturados, num in-
tervalo de dados de 800 a 1200 pg/Kg e ao longo do tempo
de fritura.

Beneficios nutricionais

Do ponto de vista nutricional, a incorporagao de gordura nas
batatas fritas aquando da fritura aumenta o seu valor caldri-
co mas simultaneamente enriquece-as em componentes dos
6leos com interesse para a saude, nomeadamente vitamina
E e acidos gordos essenciais. A figura 4 apresenta os resulta-
dos da % de gordura para as batatas ao longo do tempo de
fritura. Pela sua andlise verifica-se que as batatas fritas em
azeite e em dleo de amendoim absorvem quantidades de
gordura similares, inferiores as batatas fritas em éleo de
colza. Contudo, o teor de gordura ndo aumenta com o tem-
po de fritura do dleo.

Potatoes deep-frying

m Olive oil
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Canola cil

8 12 16 20 24 28
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Figura 4. Evolugdo da percentagem de gordura ao longo do
tempo de fritura.
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O processo de fritura provoca redug¢dao da quantidade de
agua, apesar da vitamina C ser termossensivel, verifica-se
inicialmente uma concentragdo deste micronutriente, com
um aumento de cerca de 50% quando comparado com a
batata crua como é observado na Figura 5. Contudo, ao lon-
go do tempo de fritura verifica-se uma visivel diminui¢do na
vitamina C provavelmente devido ao aumento do stress oxi-
dativo nos dleos aquecidos, sem distingdo entre estes. A
vitamina E é inicialmente proporcional ao teor a quantidade
de vitamina E dos dleos, maior no éleo de colza, seguida do
6leo de amendoim e azeite. Contudo, verifica-se igualmente
uma redugdo com o tempo de fritura em todos os éleos

(Figura 5).

Potatoes deep-frying
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Figura 5. Evolugdo da vitamina C (linha continua) e vitamina
E (linha tracejada), sob a forma de mg/100g, ao longo do
tempo de fritura.

No que diz respeito a analise sensorial, o painel de provado-
res ndo assinalou diferencas entre as batatas fritas confecio-
nadas no azeite e 6leos vegetais monoinsaturados. Apesar
do azeite apresentar um teor elevado em compostos fendli-
cos, o que confere um sabor mais adstringente em compara-
¢cdo aos outros dleos vegetais (Servili et al, 2014), este facto

nao constituiu fator de rejeicdo pelo painel.

Conclusdo

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel
inferir que, apesar de se ter avaliado éleos com composi¢do
de acidos gordos semelhantes, monoinsaturados, o compor-
tamento térmico é bastante diferente. O azeite virgem extra
revelou uma maior estabilidade a oxidagdo em comparagao
ao 6leo de amendoim e de colza, sendo suportada pelos

diferentes indicadores de oxidagdo térmica.
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Para o consumidor, do ponto de vista nutricional, aconselha-
se, ainda que ndo tenha atingido o limite legal de rejeicdo, o
uso de Oleos até 8h de fritura pois verificam-se melhores
teores de vitaminas C e E, sem grande prevaléncia de produ-
tos de oxidagdo, e consequentemente melhor aproveita-

mento pelo nosso organismo.
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Introdugdo

A utilizagdo dos frutos do loureiro na ilha da Madeira para o
fabrico de um dleo conhecido como azeite de louro resulta
da colheita e expressdao de bagas maduras, que sao recolhi-

das entre setembro e novembro.

Na tradicdo popular o éleo é considerado (Rivera & Obon,
1995) um “remédio milagroso”, curando quase todos os
males, internos e externos, sobretudo como cicatrizante,
para problemas de circulagdo sanguinea, casos de gangrena
e do tétano, reumatismo, males de estébmago, da garganta e
do figado.

Uma colher de dleo de louro, duas vezes por més, é conside-
rada popularmente (Com. pessoal, 2001) a dose étima na
preven¢do de doengas cardiovasculares. O dleo é aplicado
e/ou ingerido como preparagio anti-infeciosa e para trata-
mento de apoplexia (uso de longo termo). O éleo de louro é
também usado para friccionar as articulagées com o objeti-
vo de diminuir as dores reumaticas. Este tipo de éleo é um
dleo fixo, extraido de uma das espécies endémicas arboreas
mais abundantes na floresta Laurissilva no arquipélago da
Madeira (Figura 1), do género Laurus spp. (Rivas-Martinez,
et al., 2002), conhecida como " Laurissilva", também endé-
mico dos Acores e as ilhas Canarias. Das mesmas espécies
pode ser extraido também um outro tipo de dleo, volatil,
obtido por hidrodestilacdo das partes aéreas (folhas e flores)

gue se designa tecnicamente como 6leo essencial de louro.

Laurissilva: 22 000 ha

Fig. 1. Floresta de Laurissilva no arquipélago da Madeira, Portugal.
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Taxonomia

Durante décadas pensava-se que existia nos Agores, Madei-
ra e Canarias a mesma espécie de louro, Laurus azorica
(Seub.) Franco. Mas, em 2002, determinou-se que a espécie
presente nos Acores é Laurus azorica (Seub.) Franco sendo
distinta da existente na Madeira e Canarias (Figura 2) e que
foi classificada como Laurus novocanariensis Rivas Mart.,
Lousd, Fern. Prieto, E. Dias, J.C. Costa & C. Aguiar (Rivas-
Martinez, et al., 2002). Aparecem no nome taxondmico o
binome latino em itdlico, seguido do nome (s) do (s) classifi-
cador (es), que neste caso sdo varios por se ter tratado de
uma excursdo de taxonomistas. As diferentes espécies, Lau-
rus spp., crescem espontaneamente na regido da Macaroné-
sia e em particular na ilha da Madeira, onde é a espécie ar-
bdrea mais abundante, protegida, e com tendéncia a expan-

sdo.

Figura 2. Louro da Madeira, Laurus novocanariensis, que cresce

em locais sombrios e himidos
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Estdo publicados alguns estudos cientificos com a espécie
correspondente ao taxone Laurus novocanariensis Rivas
Mart. et al., tendo para o efeito sido indispensdvel que os
grupos de investigacdo tenham depositado em herbario um
exemplar de cada colheita diferente que deu origem a um
estudo analitico (Ferrari, et al., 2005; Castilho et al., 2005;
ibid, 2005). Existe também uma patente concedida para a
utilizagdo de uma composicdo farmacéutica baseada em
6leo de louro como agente anti-inflamatdrio (Castilho, Ro-
drigues, Costa e Corvo, 2002). De notar que em relagdo ao
Laurus nobilis L., esta espécie é pouco frequente nos Agores

e Madeira e caso apareca € cultivado em quintais e afins.

A flora medicinal da Madeira e Porto Santo é constituida por
259 espécies (Rivera & Obon, 1995) sendo o Laurus novoca-
nariensis uma das 30 consideradas mais importantes, por
ter a maior lista de usos registados na pratica tradicional.
Sdo utilizadas diversas partes morfoldgicas para uso tera-
péutico, desde os frutos, ao cha dos frutos, éleos essenciais,
infusdo das folhas e o dleo de expressdo dos frutos (bagas).
Este 6leo fixo é incorretamente designado “azeite” porque é
extraido por processos tradicionais idénticos aos aplicados
em lagares de produgdo de azeite, a partir dos frutos, bagas

escuras como a azeitona (Figura 3).

Figura 3- Produgdo de dleo fixo da baga de louro da Madeira, Lau-

rus novocanariensis.

Até 2002 (Castilho, Rodrigues, Costa e Corvo, 2002), este
6leo ndo tinha sido objeto de nenhum estudo que caracteri-
zasse o tipo e concentragdo dos seus constituintes ou que

estabelecesse a relagdo entre a sua composi¢cdo quimica e as
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atividades terapéuticas que lhe sdo atribuidas. No entanto,
em toda a ilha da Madeira, este dleo é extraido dos frutos e
vendido no mercado, em lojas e farmacias, e utilizado pelas
familias. Onde quer que haja uma comunidade de emigran-
tes madeirenses parece mantida a tradi¢do da sua utilizagdo
com intengdes profilaticas e/ou terapéuticas (Com, pessoal,
2000).

O estudo da composi¢cdo do éleo obtido pela expressao a
frio das bagas mostrou que é principalmente constituido (ca.
85%) por triacilglicerdis (TAG) com vestigios de acidos gor-
dos livres (FFA) e diacilgliceréis (4,5). Dos 15% restantes,
compostos volateis sdo responsaveis por ca.10 %, onde pre-
dominam o trans-ocimeno e o germacreno D. O acido oleico
(30 %) e o 4acido linoleico (20 %) sdo os principais acidos gor-
dos insaturados enquanto o acido laurico (18 %) e o acido
palmitico (até 22,5 %) sdo os principais dcidos gordos satura-
dos na fracdo lipidica neutra. O dleo tem um teor de esterdis
da mesma ordem de azeite de oliveira, com o predominio
de B - sitosterol (84 %). Duas lactonas sesquiterpénicas, a
costunolida e a desidrocostuslactona, representam 5% da
composicdo total (Castilho, Costa, Rodrigues e Partidario,
2005). Estes componentes, apesar de minoritarios, sdo po-
tencialmente essenciais para a atividade anti-inflamatoria,
ainda que em sinergia potencial com os acidos gordos pre-
sentes. De notar que, para além do uso tradicional, muitos
estudos na ultima década tém demonstrado que, apesar da
sua toxicidade, a costunolida e desidrocostunolida isoladas
sdo modelos interessantes para o desenho de compostos

com agao anticancerigena (Whipple et al. 2013).

Propriedades bioldgicas

Tém sido realizados alguns estudos para esclarecer as pro-
priedades terapéuticas atribuidas a este dleo. Verificou-se
que, quando administrado oralmente a ratos Wistar, o dleo
de louro da Madeira mostra um efeito inibidor significativo
no modelo adjuvante da artrite reumatoide de rato
(Castilho, Rodrigues Costa and Corvo, 2002), onde a redugdo
do inchago foi maxima na dose mais elevada utilizada (0,5 e

1 mL). Ficou evidenciada uma a¢do dose-dependente.

Contudo, o produto que é correntemente utilizado como
condimento na Madeira é a folha do louro (Laurus novoca-
nariensis) de forma idéntica a folha do louro espontdneo do

continente (Laurus nobilis), ou seja, por contacto com os
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alimentos a temperar, normalmente em cru e principalmen-
te carnes. Ndo se conhece que seja utilizado tradicionalmen-

te qualquer 6leo de louro para condimento alimentar.

De facto os constituintes quimicos das folhas de Laurus no-
bilis, utilizadas como condimento (Natural sources of flavou-
rings (Rep No 1), 2000), sdo conhecidos como aromatizan-
tes, apesar de serem também conhecidas algumas proprie-
dades alergénicas de compostos do 6leo, presentes em
quantidades diminutas quando as folhas sdo utilizadas para
condimentar. Estes compostos sdo: metileugenol (2,0-2,6
ppm); alquenil benzenos (eugenol 1,4-2.0%, metileugenol

1.7-11.8%), eucaliptol (34-53%).

A informacgdo ao consumidor para a utilizagdo de produtos
para administracdo oral a base de Laurus novocanariensis
depende da sua classificagdo como alimento comum (folha
de louro) ou outro tipo de produto adequadamente estuda-

do e caraterizado para introdugdo no mercado.

Quando se trata de desenvolver produtos alimentares para
utilizacdo benéfica relacionada com a fisiologia humana po-
dem ser aplicaveis alegagdes nutricionais e de saude regula-
mentadas a nivel comunitario pelo Regulamento CE n.2
1924/2006, do Parlamento Europeu e do Conselho de 20 de

Dezembro.

No caso de se evidenciarem caracteristicas farmacoldgicas,
desde a entrada em vigor do Decreto-Lei 176/2006, de 30
de Agosto (e sucessivas atualizacGes, nomeadamente inclu-
indo até ao Decreto-Lei n.2 128/2013 de 5 de setembro),
que procedeu a transposi¢do da legislagdo comunitaria, no-
meadamente da Diretiva 2004/24/CE, do Parlamento Euro-
peu e do Conselho, de 31 de Marg¢o de 2004, existe a possi-
bilidade de submissdo de pedidos de registo de medicamen-
tos tradicionais a base de plantas (artigos 1412 a 1479). S6
podem ser objeto deste pedido de registo de utilizacdo tra-
dicional os medicamentos a base de plantas que, cumulati-

vamente:

a) Tenham indica¢des exclusivamente adequadas a medica-
mentos a base de plantas e, dadas a sua composicdo e fina-
lidade, se destinem e sejam concebidos para serem utiliza-
dos sem vigilancia de um médico para fins de diagndstico,

prescricdo ou monitorizagdo do tratamento;
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b) Se destinem a ser administrados exclusivamente de acor-

do com uma dosagem e posologia especificadas;

c) Possam ser administrados por uma ou mais das seguintes

vias: oral, externa ou inalatéria;

d) Ja sejam objeto de longa utilizagdo terapéutica, de acordo
com os dados ou pareceres referidos na alinea m) do n.2 2

do artigo seguinte;

e) Sejam comprovadamente ndo nocivos quando utilizados
nas condicGes especificadas, de acordo com a informacgdo

existente e reputada suficiente;

f) Possam demonstrar, de acordo com informagdo existente
e reputada suficiente, efeitos farmacoldgicos ou de eficacia
plausivel, tendo em conta a utilizacdo e a experiéncia de

longa data.

N3do existe nenhuma Monografia do Louro como medica-
mento a base de plantas, que seria encontrada na pagina da
do (cf.  http://
www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medicines/
landing/herbal search.jsp&mid=WC0b01ac058001fald).

Portanto, apesar dos inimeros estudos de acdo farmacolé-

Agéncia  Europeia Medicamento

gica in vitro publicados, sera ainda necessario existirem mais
estudos do modo de agdo, ensaios pré-clinicos e de toxicida-
de, e ensaios clinicos, para esclarecer todo o potencial tera-
péutico do dleo de Laurus spp. como medicamento, com um
Dossier de Introdugdo no Mercado (AIM) que consagre a
Qualidade e os requisitos minimos de Seguranga para garan-
tia do seu uso em conformidade com as normas internacio-
nais de boas praticas de fabrico e de distribuicdo. Ndo exis-
tindo esse dossier, o 6leo de louro ndo deve ser utilizado
para fins medicinais. A comercializagdo de 6leo de louro
também ndo se enquadra no regulamento aplicavel aos su-
plementos alimentares, visto que ndo se destina a suprir

necessidade de uma dieta equilibrada.
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