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QUALIDADE MICROBIOLOGICA, FiSICO-QUIMICA E SENSORIAL DO AZEITE
DE OLIVA KORONEIKI NAO FILTRADO DA REGIAO DE AIURUOCA-MG. 68 f.
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RESUMO

O azeite de oliva é o sumo da oliva obtido unicamente por processo mecanico.
O produto recém obtido possui aparéncia turva devido a presenca de microgotas
de agua de vegetacao, particulas soélidas provenientes do fruto, compostos hidro e
lipossoluveis, glicerdis e fosfolipidios que formam uma micro emulséo, produzindo
um microambiente que permite a sobrevivéncia e desenvolvimento da microbiota
composta de bactérias, bolores e leveduras oriundos da oliva. Além dessa
microbiota, do material do sedimento, a degradacao quimica e fisica pode dar origem
a defeitos que juntos com os atributos positivos levam a diversas “impressdes digitais”
sensoriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do sedimento e da microbiota
sobre a qualidade do azeite de oliva da variedade Koroneiki produzido em Aiuruoca—
MG, comparativamente ao produto filtrado. Foram realizadas analises quimicas no
atual Laboratério Municipal de Saude Publica/lVISA-RJ; na Embrapa Agroindustria de
Alimentos—RJ foram realizadas anélises nos Laboratérios de Oleos e Gorduras, de
Microbiologia e a coordenagdo da analise sensorial remota pelo Laboratério de
Analise Sensorial, devido ao momento de pandemia de COVID-19. Do ponto de vista
quimico, durante o armazenamento, houve um relativo aumento nos indices de
acidez e de peroxido, em ambas as amostras, nao filtrado e filtrado. A microbiologia
evidenciou o desenvolvimento de bactérias, bolores e leveduras somente no azeite de
oliva néo filtrado, sendo realizada a enumeracgao e verificado que apds 180 dias de
armazenamento houve um decréscimo significativo dessa populagdo microbiana. No
azeite nao filtrado foram percebidas alteragbes sensoriais como, avinagrado e
fermentado, consideradas como defeitos para o azeite de oliva extra virgem,
consequéncia do contato com o sedimento. Ainda que se tenha obtido através desse
estudo a constatacido da existéncia de uma microbiota ativa presente no sedimento
do azeite de oliva recém obtido nao filtrado, teve-se como limitacdo da pesquisa o
fato de ndo terem sido identificadas as espécies presentes neste sedimento. Sao
propostas para um novo estudo a identificacdo das espécies presentes na microbiota
do azeite de oliva recém extraido, avaliar bioquimicamente e a compreensao das
suas propriedades, funcionalidade.

Palavras-chave: azeite de oliva ndo filtrado; microbiota; armazenamento.



CARPENTER, R. B. T. EFFECT OF SLUDGE AND MICROBIOTA ON THE MICRO-
BIOLOGICAL, PHYSICOCHEMICAL AND SENSORY QUALITY OF UNFILTERED
KORONEIKI OLIVE OIL FROM THE REGION OF AIURUOCA-MG. 68 f. Stricto-
sensu

research project. Master's Program in Food Science and Technology, Federal
Institute of Education, Science and Technology of Rio de Janeiro (IFRJ), Rio de
Janeiro Campus, Rio de Janeiro, RJ, 2022.

ABSTRACT

Olive oil is the juice of the olive obtained solely by a mechanical process. The newly
obtained product has a cloudy appearance due to the presence of microdroplets of
water from vegetation, solid particles from the fruit, hydro and fat-soluble compounds,
glycerols and phospholipids that form a microemulsion, producing a
microenvironment that allows the survival and development of the microbiota
composed of bacteria, molds and yeasts from the olive. In addition to this microbiota,
from the sediment material, chemical and physical degradation can give rise to
defects that, together with the positive attributes, lead to several sensory
“fingerprints”. The objective of this work was to evaluate the effect of sediment/sludge
and microbiota on the quality of olive oil of the Koroneiki variety produced in
Aiuruoca—MG, compared to the filtered product. Chemical analyzes were carried out
at the current Municipal Public Health Laboratory/IVISA-RJ; at Embrapa
Agroindustria de Alimentos—RJ, analyzes were carried out at the Oil and Fats,
Microbiology Laboratories and the coordination of remote sensory analysis by the
Sensory Analysis Laboratory, due to the moment of the COVID-19 pandemic. From
the chemical point of view, during storage, there was a relative increase in acidity and
peroxide indices, in both unfiltered and filtered samples. The microbiology showed
the development of bacteria, molds and yeasts only in the unfiltered olive oil, and
the enumeration was carried out and it was verified that after 180 days of storage
there was a significant decrease in this microbial population. In the unfiltered olive
oil, sensory changes such as vinegary and fermented were perceived, considered as
defects for extra virgin olive oil, a consequence of contact with the sediment / lees.
Although the existence of an active microbiota present in the sediment/sludge of
freshly obtained unfiltered olive oil was obtained through this study, the limitation of the
research was the fact that the species present in this sediment were not identified. For
a new study, the identification of species present in the microbiota of freshly extracted
olive oil, biochemical evaluation and understanding of their properties and
functionality are proposed.

Keywords: unfiltered olive oil; microbiota; storage.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Processo convencional de obtencao do azeite de oliva virgem................ 17
Figura 2 — Imagens da extracdo de azeite de oliva e do azeite filtrado e nao
filtrado @pOS EXIrAGAO0.........c..oeviiieeeeeeee e 18
Figura 3 — Ciclo dos desafios da produgao brasileira................cccccoevieiieiiicieccee, 19
Figura 4 — Dinamica do processo de percepGao sensorial..........cccceeeeeecvieeeeciieeeenneenn. 28

Figura 5 — Visualizagdo de azeite de oliva recém produzido com microscépio
otico, num aumento de 600X. As particulas sdlidas e os micro-
organismos sao vistos no interior das micro gotas de agua de
vegetacao apontados pelas setas...........ccovvvvveiiiciicciicce 31

Figura 6 — Microscopia eletrbnica de varredura do crescimento da estirpe de
levedura DAPES 1890 C. parapsilosis (a) e C. diddensiae em agar

MY GP (D)ot s 32
Figura 7 — Imagens dos azeites de oliva Koroneiki — Aiuruoca — MG....................... 35
Figura 8 — Etapa da filtrag80 @ VACUO..............cceeiieiiiiceceeeeeeeee e 38
Figura9 — Membrana apds filtragdo e apds homogeneizacdo com solugéo de

salina 0,9% POr TURRAX .......ooeeeeeeeeee et 39
Figura 10 — Preparagao das amostras para envio e posterior analise sensorial

(o o] oo |1 =T USRS 42
Figura 11 — Analises realizadas N0 Meio PCA...........cccooiiieieeeeeeeeee e 43
Figura 12 — Analises realizadas no meio DRBC............ccccooiiiiininenieeeeeee 45
Figura 13 — Analises realizadas no meio MYGP pH 7,0 suplementado com

propionato de sédio e tetracicling.............cccooovieiieeiiicie e 46
Figura 14 — Analises realizadas no meio MYGP pH 7,0........cccooviiiieniiniiee 46
Figura 15 — Analises realizadas no meio MYGP pH 4,0..........ccccooiiiiiiiieniiieeee 47

Figura 16 — Observacéo ao microscopio 6tico do sedimento corado com azul de
=1 (o oo £= Lo TN OO RSP P U UPRRURPPRP 52



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Atributos positivos dos azeites de Oliva..........cccccoeeeieieieiecienieceeece
Quadro 2 — Defeitos sensoriais nos azeites de oliva............ccccceeeveviecieiiciccieeee.
Quadro 3 — Resumo grafico da analise sensorial de azeite...........ccccccceevevvieinnnnnen.



Tabela 1 —

Tabela 2

Tabela 3 —
Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

LISTA DE TABELAS

Limites de tolerancia de parametros de qualidade do azeite de oliva

€ O BlEO B OlIVA.....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Limites de tolerancia de parametros para outras analises fisico-
quimicas do azeite de oliva e do 6leo de bagaco de oliva (somente

0S parametros analisSados)..........ccocveviieiicieniieieee e
Principal composigdo em acidos graxos azeite de oliva..........................

Limites de tolerancia das caracteristicas sensoriais do grupo azeite

A€ OliVA VIFJEM......ooiiiiiieeeee ettt aa e

Enumeracgdo de micro-organismos (UFC/mL) no azeite de oliva n&o
filtrado da variedade Koroneiki durante armazenamento na auséncia

de luz e a temperatura ambiente..............ccccooevvieiiiiiieii e,
Perfil de acidos graxos do azeite de oliva filtrado.............c.ccccevveveeneennen.

indices de qualidade do azeite de oliva da variedade Koroneiki ndo

filtrado e filtrado na auséncia de luz a temperatura ambiente................

Numero de mencdes dos atributos e defeitos sinalizados pelo painel

nas amostras durante o armazenamento pelos provadores...................



2.1
2.2
23
2.31
2.3.2
2.3.3
2.4
2.41
2.4.2
2.5
2.5.1

3.1
3.2

4.2

421
4.2.2
4.2.3
424
4.2.5
4.2.6
4.3

431
4.3.2
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA.......ceeeciiecnsiracsnsessssessesssssssssssssssssssessees 12
REFERENCIAL TEORICO.......c.cccoiiieerrciensenssssessssssssssesssssssssssssssssans 14
CULTURA DA OLIVEIRA E AOLIVA. ... et 14
A PRODUGCAO DO AZEITE.......ociieeeee et 15
O AZEITE BRASILEIRO.......oueiiiieee ettt 18
A cultura de consumo NO Brasil............ccommiimccciiirc e 18
A produgao nacional............ccccvmiiimri s ————————— 19
Legislagcado Brasileira.........cccccciiiiiiiieeemnnnssssrr s 20
CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS DO AZEITE DE OLIVA......... 22
Caracteristicas fisico-quimicas...........cccoeiririiiiniiiciiniimrr e, 22
Caracteristicas SeNSOriaiS........ccccevviiiiiiiiisiis i 26
MICROBIOLOGIA DO AZEITE DE OLIVA.......oooiiieeeeeeee e, 30
Caracteristicas Microbiol6gicas..........cccocrrrrrrssrsssssiiiirrnre e 30
OBUJETIVOS........eiiiiieerrirrcsmre s s ssr e s ssssssns s s ssme s s ssssmnn s s s s s s s s s s s s s smnnnnns 33
OBUETIVO GERAL ..ottt e 33
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cooeieeeeeeeeeeeee et 33
MATERIAIS E METODOS........coiueeierresseseseessssssssssssssssssessssessssesssssssens 34
COLETA E ARMAZENAMENTO DE AZEITE NAO FILTRADO E

FILTRADO . ..ottt ettt et e e e e e e s reeeeaaaaeeens 34
ANALISES FiISICO-QUIMICAS........oooieeeeiee et 35
Acidez livre expressa em acido OléiCo...........ccoevrrrreemmccccinernreeecennee 36
Extingao especifica em UV/VIS..........ccccerrre e 36
Indice de PEroXidos.........coeuicerrecieericiers s s se s s s e saens 36
indice de lodo, pelo método de Wijs........cceeeeeruererenenesassesessessessssenss 36
INdice de Refraga0.......ccceuemrucemrcecirccee e sss s ens s n s asaenas 37
Clorofila.........oo o 37
ANALISES MICROBIOLOGICAS.......ooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
Enumeracao de bactérias, bolores e leveduras.........ueeemmeeeennnccennns 37
1 TTed 0T e o - 39

ANALISE SENSORIAL.........cocooveieieieieeeeeeeeeeeee e 39



RESULTADOS E DISCUSSAO............ SUMARIO 43

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA..........oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 43
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA. ..o 48
OBSERVACAO MICROSCOPICA. ..., 52
ANALISE SENSORIAL........coovieieeeeeeeeeee et 53
Lod0 ] g 0=\ o T 55
REFERENCIAS........cocceieteteteecsesssssssesessssssssssssssssssssssessssssssssnssssnssssnnes 56

N 3 L= Co X 64



1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O crescimento do consumo mundial do azeite de oliva adveio da divulgacéo
dos seus beneficios a saude, cientificamente comprovados, provenientes da sua
ingestdo. Sua agao sobre as doengas crénico-degenerativas, como por exemplo a
aterosclerose, seu poder antioxidante e além das caracteristicas sensoriais, oriundas
da sua composi¢cao quimica, elevam o seu valor comercial, sendo alvo de grande
interesse financeiro. Muitos paises buscaram pelo desenvolvimento da cultura das
oliveiras e extracdo do azeite e de seus derivados, adaptando o cultivo da oliveira
em seu solo e seu clima (FARIA-MACHADO et al., 2018).

Para a obtencdo de um azeite de qualidade, € importante que os aspectos
higiénicos e sanitarios sejam observados durante todo o processo de extragdo do
azeite de oliva, como a lavagem adequada das olivas, limpeza correta dos moinhos,
bandejas, termobatedeiras, peneiras, e tanques evitando que residuos de oliva
fermentados contaminem a extragdo seguinte (CAYUELA et al., 2015; VICHI et al.,
2011).

O processo de producio de azeite de oliva tem inicio na escolha da variedade

da oliva para o plantio, no tipo de solo, clima, grau de maturagao, condigbes de
colheita e armazenamento. Estes fatores podem influenciar a composicdo dos
azeites, nas suas caracteristicas sensoriais € na microbiota que é carreada do fruto
para o produto final (CAYUELA et al., 2015; LERCKER; CARAMIA, 2010; MELLO;
PINHEIRO, 2012).
Na extracdo do azeite de oliva, que é realizada apenas mecanicamente, as etapas
de trituracdo e malaxagao, sdo reconhecidas por influenciar na permanéncia e
selecdo da microbiota do produto (CIAFARDINI; CIOCCIA; ZULLO, 2017; ZULLO;
CIOCCIA; CIAFARDINI, 2013).

Os métodos mecanicos utilizados permitem a manutencao da integridade dos
componentes da oliva e o carreamento de micro-organismos para o0 azeite
(CIAFARDINI; CIOCCIA; ZULLO, 2017). O azeite recém-produzido pode ser filtrado
para eliminar a opalescéncia produzida pelos residuos da oliva e pelas microgotas
de agua de vegetagcdo (CAYUELA et al, 2015; XENAKIS; PAPADIMITRIOU;
SOTIROUDIS, 2010)
ou ser comercializado.

No azeite ndo filtrado, os residuos da oliva e as microgotas de agua de
vegetacdo permanecem em suspensao e abrigam uma quantidade consideravel dos
micro- organismos existentes no fruto (CIAFARDINI; ZULLO, 2018; ZANONI et al.,
2015). Esta microbiota é formada por bactérias, bolores e leveduras (CIAFARDINI;
ZULLO, 2002a; ZANONI et al., 2015). Apos a extragdo, o azeite € armazenado em
tanques feito de material inerte, quando e onde ocorre o depdsito gradativo dos



residuos da



oliva e das microgotas de agua de vegetacao originando o sedimento existente no
azeite nao filtrado (CIAFARDINI; ZULLO, 2002a; CIAFARDINI; ZULLO, 2002b;
KOIDIS;

TRIANTAFILLOU; BOSKOU, 2008). A microbiota presente nos azeites nao filtrados
originaria das olivas saudaveis se modifica ao longo do armazenamento, conferindo
identidade propria a cada tipo de azeite (CIAFARDINI; ZULLO, 2018; ZANONI et al.,
2015).

A composicao quimica do azeite exerce influéncia sobre a diversidade de
micro- organismos viaveis, que permanece ativa durante o periodo de
armazenamento (CIA- FARDINI; CIOCCIA; ZULLO, 2017; CIAFARDINI; ZULLO,
2018; ZULLO; CIAFARDINI,

2008). O metabolismo da microbiota implica na produgdo de enzimas que reagem
com os constituintes do azeite, o que pode ter um efeito positivo ou negativo na
qualidade do azeite (CAYUELA et al., 2015; CIAFARDINI; ZULLO, 2018).

Algumas espécies de leveduras s&o produtoras de enzimas (ZULLO;
CIOCCIA; CIAFARDINI, 2013) como a pB-glicosidase, esterases e lipases. A -
glicosidase promove o desamargar do azeite pela hidrélise do polifenol oleuropeina
(LERCKER; CARAMIA, 2010) que é um glicosideo amargo em compostos mais
simples e menos amargos como o antioxidante hidroxitirosol (CAYUELA et al., 2015;
CIAFARDINI; ZULLO, 2002a; ZULLO; CIOCCIA; CIAFARDINI, 2013), enquanto as
lipases hidrolisam triacilglicerdis, aumentando o teor em acidos graxos livres e
favorecendo as reagdes de auto-oxidagao (CIAFARDINI; ZULLO, 2018).

Perante os desafios impostos na introducdo de uma cultura tado peculiar
quanto a olivicultura no pais, este trabalho € uma contribuicdo da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, Instituto de Vigilancia Sanitaria/IlVISA-RJ e Instituto
Federal de Educacido, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro/IFRJ na
disponibilizagao de informagdes a respeito de azeite de oliva filtrado e nao filtrado da
variedade Koroneiki produzido em Aiuruoca, Minas Gerais. Os azeites foram
analisados durante o armazenamento de 300 dias, para avaliagao de alteracbes em
parametros fisicos e quimicos de qualidade, sensorial, assim como na enumeragao
de bactérias, bolores e leveduras.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DA OLIVEIRA E A OLIVA

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia botanica Oleaceae; arvore de
porte médio, frutifera, perene e lenhosa. E a Unica da espécie cujo fruto pode ser
utilizado para consumo em mesa' ou ser utilizado para extragdo do azeite de oliva,
um liquido de coloragdo amarelo esverdeado, transparente e aromatico e que possui
grande valor nutricional (KIRITSAKIS; TURKAN; KIRITSAKIS, 2020; LERCKER,;
CARAMIA, 2010).

A oliva ou azeitona, pela Botanica, é classificada como uma drupa?, sendo
composta de pericarpo e endocarpo (carogo). O pericarpo € formado pelo epicarpo
(pele fina) e o mesocarpo (polpa) (OLIVEIRA; ABRAHAO, 2006). Do carogo se
extrai de 1% a 5% de dleo de oliva (MACHADO, 2017) e consequentemente do
pericarpo aproximadamente de 95% a 99% do referido azeite (NOGUEIRA, 2012).
A composicao centesimal, em média da oliva é de 50% de agua, 2,5% de proteinas,
22% de oleo, 24% de carboidratos e 1,5% de minerais, sendo também rica no teor de
polifendis. Todavia a composicdo e o rendimento podem ter modificacoes
influenciadas pela variedade, maturacao, processo de extracao e outras variantes do
processo (KIRITSAKIS; TURKAN; KIRITSAKIS, 2020).

O azeite de oliva extra virgem representa um dos mais importantes
componentes da dieta mediterranea, em virtude da agao dos seus componentes em
algumas patologias e de seu sabor agradavel e distinto (LERCKER; CARAMIA,
2010).

A crescente apreciagao do azeite de oliva como alimento gourmet, devido as
suas caracteristicas sensoriais e a seus beneficios a saude humana (ALMEIDA et
al., 2015; KIRITSAKIS; TURKAN; KIRITSAKIS, 2020), provocou um incremento
mundial do seu consumo (BALLUS, 2014; CARDOSO, 2006). Tais beneficios,
caracterizados pela acado sobre doengas crbénico-degenerativa como alteragdes
cardiovasculares, hiperten- sdo, osteoporose, reumatismo, cancer e diabetes
(KIRITSAKIS; TURKAN; KIRITSAKIS, 2020; LERCKER; CARAMIA, 2010; XENAKIS;
PAPADIMITRIOU; SOTIROUDIS, 2010;

ZULLO; CIAFARDINI, 2018), sao provenientes da sua composi¢gao quimica contendo

' Azeitonas de mesa: Segundo o Conselho Oleicola Internacional (1980), € o fruto de determinadas
oliveiras (Olea europaea sativa Hoffg, Link), que colhidos no estado de maturagdo adequado e
submetido a tratamento apropriado da origem a um produto passivel de ser consumido, de boa
conservagao e comercializavel.

2 [Botanica] Fruto carnoso que contém uma Unica semente protegida por um carogo duro. A polpa
nao é dividida em gomos como a polpa da laranja. A drupa é em geral coberta por uma pele fina.
Entre as drupas encontram-se a azeitona, a ameixa, a cereja e 0 péssego.
https://www.dicio.com.br/drupa/
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alto teor de compostos fendlicos, antioxidantes e elevado percentual de acido oléico
(ZULLO; CIAFARDINI, 2019).

Localizados na Regido Mediterranea, detendo aproximadamente 95% da
produ- ¢do mundial, os trés principais paises produtores sdo Espanha, Italia e Grécia.
Portugal representa pouco mais de 1% da produgcdo mundial (CARDOSO; DIAS,
2018). Cada pais tem sua produgdo independente e de acordo com suas
caracteristicas climaticas cultiva as variedades que lhe s&do mais adequadas.

O processo de extragao, pelas caracteristicas da oliva que possui agua e o
azeite na polpa e na semente em concentragdes variaveis®, cai na exigéncia de um
quantitativo alto de frutos para a obtencdo do azeite de oliva, o que impulsiona a
busca de novas areas de plantio a medida que o consumo expande, além de elevar o
seu valor de mercado. Os paises tradicionalmente produtores de olivas ja nao
possuem mais areas disponiveis para ampliagdo do plantio de oliveira (CARDOSO;
DIAS, 2018).

Varios paises buscam adaptar o cultivo da oliveira em seus territérios, o que
incita o desenvolvimento de novas variedades de olivas. Para que o desenvolvimento
da olivicultura tenha éxito, ha de se considerar o clima exigido para o plantio, fator
determinante para que o produto (WREGE et al., 2015b) tenha qualidade para colo-
cacao competitiva no mercado (KIRITSAKIS; TURKAN; KIRITSAKIS, 2020; WREGE
et al., 2015a). Além disto, a qualidade dos frutos e as condigbes de processamento
sao fundamentais na disponibilizagcao de azeites de oliva com qualidade apropriada a
demanda de mercado (LERCKER; CARAMIA, 2010).

Sendo o Brasil um pais de grande extensao territorial, possui regides com
diversas condigbes climaticas como a regido da Serra da Mantiqueira,
principalmente Minas Gerais e Sdo Paulo, e o Rio Grande do Sul que apresentam
caracteristicas adequadas e com aptidao ao plantio de oliveiras e a produgao de
azeite de oliva (CARDOSO et al., 2010). Entretanto, o sucesso depende de qual
variedade mais se adapte a cada regidao. Atualmente, os principais estados
produtores de olivas sdo Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo (FARIA-
MACHADO et al., 2018).

2.2 A PRODUCAO DO AZEITE

O azeite de oliva virgem é obtido a partir do fruto da oliveira, Olea europaea
L., por processos mecanicos, exclusivamente, ou seja, apenas por prensagem do
fruto sem que este seja submetido a nenhum outro tratamento quimico ou de refino.
Isto faz com que o processo de extragéo seja dificil, demorado. Pelas caracteristicas
do fruto, € necessario um grande quantitativo de matéria-prima para a obtencao

do produto

% As concentragdes na polpa variam de 50% a 60% para agua e 20% a 30% para azeite; ja na
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semente, em média a agua representa 30% e o azeite 20% do peso total do fruto.
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final, o azeite de oliva, em média 1 litro de azeite € obtido a partir de 5 kg de olivas
(CARDOSO, 2006; JORGE, 2010). Os requisitos para a olivicultura como condi¢des
ambientais (caracteristicas edafolégicas e climaticas), e fatores genéticos,
influenciam na composi¢do quimica, pois durante o amadurecimento da oliva
acontecem atividades metabdlicas que influenciam na estabilidade oxidativa, nas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias como também nas propriedades
sensoriais (LERCKER; CARAMIA, 2010).

A qualidade da oliva é expressa no azeite obtido, e esta associada a fatores
ambientais, agrondmicos, de cultivo e tecnoldgicos. Havendo algum processo de
deterioragdo no fruto, ou irregularidade no processo de extracdo do azeite, podem
ocorrer reagdes de oxidagao, alterando sabor e odor, sucedendo perda na qualidade
do produto final (JORGE, 2013).

O processo de obtencdo de azeite (Figura 1) é constituido por operacgdes
exteriores e interiores. As operagdes exteriores sdo formadas por duas etapas:
apanha das olivas e transporte para o lagar. As operagdes interiores sao compostas
pela recepcdo e descarga, controle e classificagdo, seguida de lavagem, limpeza e
pesagem, e, posteriormente, separagcao de acordo com a variedade de oliva e/ou
estado de maturagcdo (FREITAS, 2013). Em seguida, os frutos passam pelo
moinho/moenda tradicional ou continuo, onde tem inicio a separagéo do azeite da
massa da oliva. Para aumentar o rendimento da extragcdo, a massa € colocada em
uma termobatedeira, onde ocorre a malaxagao (“amassamento da pasta da oliva”)
sob agitagao lenta, em temperatura constante e controlada abaixo de 28 °C.

Na malaxacdo, ocorre a ruptura das células da polpa da oliva com liberacao
das goticulas de azeite que se unem umas as outras formando gotas maiores
facilitando o processo da extracdo (XENAKIS; PAPADIMITRIOU; SOTIROUDIS,
2010). O controle do tempo e da temperatura é importante para retardar a perda dos
compostos volateis, assim como manter as propriedades quimicas do produto.

Os métodos de extracdo foram sendo aperfeicoados buscando um melhor
rendimento. A forma mais tradicional de extragcdo é através da prensagem, que
geralmente utiliza moinhos de pedra (XENAKIS; PAPADIMITRIOU; SOTIROUDIS,
2010), porém a produgédo é de baixa qualidade. Percolagdo é outro processo que
comumente emprega moinho de martelo, apresentando um rendimento baixo, cerca
de 80% (FERNANDES, 2016). O método de centrifugagdo atende a demanda do
mercado no que diz respeito a qualidade e rendimento.

Dois sistemas de centrifugacédo sao utilizados, o de trés e o de duas fases.
No sistema de trés fases, um percentual de agua, entre 50% e 100% é adicionado*

* Parte dos polifendis que s&o polares se perdem nesta etapa, refletindo na redugdo da picancia e
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(XENAKIS; PAPADIMITRIOU; SOTIROUDIS, 2010) a pasta para diminuir sua
viscosi- dade. A pasta entdo passa por uma centrifuga horizontal ou de decantagéo,
havendo a separacao do bagaco que é a parte solida do liquido formado pelo azeite
e a agua. A fragao liquida é submetida a uma nova centrifugagao vertical havendo a
separacao do azeite da agua adicionada. Este sistema produz um grande volume de
residuos que necessitam de tratamento para o correto descarte, 0 que se torna em
desvantagem para o método (FERNANDES, 2016).

Figura 1 — Processo convencional de obtenc&o do azeite de oliva virgem.
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O sistema de duas fases ndo inclui a adicdo de agua a pasta batida. Durante
a malaxacao, para que a quebra da emulsao formada seja facilitada, pode-se utilizar
um material inerte como o talco (ANDRADE et al., 2018; PERES; MARTINS; DIAS,
2012). Logo ap0s esta etapa, a pasta de oliva passa por uma centrifuga horizontal
ou de decantagao, onde ocorre a separacao da parte sélida, o bagaco e o talco, da
parte liquida; esta fragao liquida € submetida a uma centrifuga vertical com o objetivo
de eliminar a agua de vegetagcao presente na oliva e carreada para o azeite. Neste
sistema, a quantidade de residuo gerado ¢é inferior aquele proveniente do sistema de
trés fases (DI GIOVACCHINO, 2000; FERNANDES, 2016; XENAKIS;
PAPADIMITRIOU; SOTIROUDIS, 2010).

O azeite é armazenado em reservatorios de ago inox, promovendo barreira
fisica a acédo da luz e é protegido da acdo de temperaturas elevadas, o que garante
adequada conservagcao até a distribuicio ou ser embalado. Durante o
armazenamento, a uma temperatura entre 15 °C e 16 °C ocorre sedimentacdo das

particulas suspensas

amargor do azeite.
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(ZULLO; CIAFARDINI, 2018) e a maturacao do azeite, onde se obtém o azeite nao
filtrado. O processo de filtragao é facultativo, pode ocorrer logo apds a extragao, ou
antes de ser embalado (Figura 2).

Figura 2 — Imagens da extracao de azeite de oliva e do azeite filtrado e nao filtrado
apos extracao.

Fonte: EMPORIO DO AZEITE (2021) - https://www.emporiodoazeite.com.br

Os fatores pos-envase, incluindo as condi¢des de transporte, temperatura de
armazenamento e tipo de embalagem também devem ser monitorados. O acondici-
onamento em recipientes com barreira ao oxigénio e, principalmente, a luz diminui
a oxidagdo do azeite e a perda da qualidade, prolongando a vida util do mesmo
(GARGOURI; ZRIBI; BOUAZIZ, 2015).

2.3 O AZEITE BRASILEIRO

2.3.1 A cultura de consumo no Brasil

O azeite de oliva, pelos reconhecidos beneficios a saude, teve um aumento
significativo do consumo até mesmo por paises fora da Europa (FAO, 2015). O Brasil
apresenta uma demanda significativa pelo consumo da oliva, seus derivados
(OLIVEIRA et al., 2012) e em destaque o azeite de oliva, levando a um aumento da
importagéo, tornando-se na escala mundial o oitavo maior importador e quando se
faz referéncia aos paises que nao participam da Unidao Europeia, o Brasil assume a
segunda posicdo (SA; CAMPOS; FARIA-MACHADO, 2019).
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2.3.2 A produgao nacional

O Rio Grande do Sul foi o primeiro estado a iniciar o plantio de oliveiras em
1900 nas regides de Caxias do Sul, Rio Grande e Bagé. Em seguida, foi o estado de
Minas Gerais na cidade de Maria da Fé em 1950 (CARDOSO, 2006).

No Brasil, varios fatores como exploracdo econdémica, disponibilidade de
terras, novas opgdes para o produtor rural e o mercado interno crescente tem sido
motivagao para o investimento em pesquisa e melhoramento do cultivo das oliveiras
no pais (CARDOSO et al., 2010).

Figura 3 — Ciclo dos desafios da producgao brasileira.
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Embora em desenvolvimento, o que € observado em alguns estados como
Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais, a olivicultura exige
condi¢cdes diferenciadas do clima tropical abundante no Brasil (WREGE et al.,
2015a). Como consequéncia, somente em alguns microclimas é possivel o seu
desenvolvimento (FARIA-MACHADO et al., 2018).

Outros desafios sdo de extrema importdncia para a consolidacdo da
olivicultura (Figura 3) e abrangem toda a cadeia produtiva: no que diz respeito ao
cultivo (condi- ¢bdes subtropicais, etapas da cadeia produtiva), processos
tecnoldgicos e legislagao (elaboracdo de normas para o uso de pesticidas, registro
de variedades de oliveiras e normas para comercializacdo) (BERTONCINI;
TERAMOTO; PRELA-PANTANO, 2010).
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2.3.3 Legislagcao Brasileira

Na Instrucdo Normativa n° 1, de 30 de janeiro de 2012, alterada pela IN n° 24,
de 18 de junho de 2018, do Ministério da Agricultura e Pecuaria - MAPA (BRASIL,
2012; BRASIL, 2018), ficam estabelecidos os parametros de qualidade e identidade
do azeite de oliva e dleo de bagaco de oliva no Brasil. Nessas Instru¢ées Normativas
(Tabela 1 e Tabela 2), sdo definidos os limites de tolerancia de parametros de
qualidade, parametros de analises complementares e parametros de outras analises
fisico-quimicas de azeites de oliva e do 6leo de bagaco de oliva (BRASIL, 2012;
BRASIL, 2018). Em outra legislagado, na Resolu¢ao de Diretoria Colegiada (RDC) n°
12 de 2001 da ANVISA, que dispde sobre Regulamento Técnico Sobre Padrbes
Microbiologicos Para Alimentos, preconiza que o unico grupo de micro-organismo
estabelecido no Padréao de Identidade e Qualidade (P1Q) de azeite é o dos Coliformes
a 45 °C/g. Este grupo é indicador das condigdes higiénicos sanitarios. Entretanto
essa legislacao foi substituida pela Resolugéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 331,
de 23 de dezembro de 2019 (Dispbe sobre os padrdes microbioldgicos de alimentos
e sua aplicagdo) e Instrucdo Normativa (IN) n° 60, de 23 de dezembro de 2019
(Estabelece as listas de padrdes microbioldgicos para alimentos), onde ndo € mais
contemplado o azeite de oliva.



Tabela 1 — Limites de tolerancia de parametros de qualidade do azeite de oliva e do 6leo de oliva.

Azeite de oliva

Oleo de bagago

Oleo de bagaco de

Grupo Azeite de oliva virgem Azeite de oliva refinado de oliva oliva refinado
Tipo Extra virgem _Virgem _Lampante Unico Unico Unico Unico
Acidez livre (%) < 0,80 < 2,00 = 2,00 < 1,00 < 0,30 < 1,00 < 0,30
indice de peréxidos (mEq/Kg) < 20,0 < 20,0 * < 15,00 < 5,00 < 15,00 < 20,00
Extincio especifica 270 nm < 0,22 < 0,25 * < 0,90 <110 < 1,70 < 2,00
nogultravti: o AK < 0,01 < 0,01 *) <015 <016 <0,18 < 0,25
232 nm < 2,50 < 2,60 *) *) *) *) *)

(*) Nao se aplica.

Fonte: Adaptada de BRASIL (2012).

Tabela 2 — Limites de tolerancia de parametros para outras analises fisico-quimicas do azeite de oliva e do 6leo de bagaco de oliva

(somente os parametros analisados).

Grupo Azeite de oliva virgem Azeite de oliva .Azelte_ de Oleo de t.>agago Oleo. de ba.gago
oliva refinado de oliva de oliva refinado
Tipo Extra virgem _Virgem__Lampante Unico Unico Unico Unico
1,4677 1,4677 1,4677 1,4677 1,4677 1,4680 1,4680
indice de Refragdo Raia D 20 'C a a a a a a a
1,4705 1,4705 1,4705 1,4705 1,4705 1,4707 1,4707
indice de iodo (Wijs) 75a 94 75a 9% 75a9% 75a 9% 75a 94 75 a 92 75a 92
Umidade e material volatil (%) < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,10 < 0,10 < 0,10

Fonte: Adaptada de BRASIL (2012).
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2.4 CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS DO AZEITE DE OLIVA

241 Caracteristicas fisico-quimicas

O azeite de oliva € um alimento complexo tanto do ponto de vista da analise
sensorial quanto quimica. Possui caracteristicas peculiares e uma composi¢cao que
o diferencia dos demais 6leos e gorduras vegetais comestiveis. A composi¢ao dos
acidos graxos presentes € considerada como sua impressdo digital uma vez que
expressa o quantitativo dos diferentes acidos graxos presentes nos azeites de oliva
(LERCKER; CARAMIA, 2010). A principal caracteristica é o alto percentual dos
acidos graxos monoinsaturados, como o acido oléico, ao lado de compostos
fendlicos, como oleuropeina, tirosol e hidroxitirosol (ALMEIDA et al., 2015;
CARDOSO, 2006; MELLO; PINHEIRO, 2012), que conferem propriedades
nutricionais e beneficios a saude humana.

A principal caracteristica do azeite de oliva, segundo a Instrugdo Normativa
n° 01/2012 do MAPA, é a sua composi¢cdo em acidos graxos (Tabela 3), que varia de
acordo com a espécie de oliva, sendo considerado o padrao de identidade e
qualidade do azeite de oliva, como esta descrito no Codex Alimentarius (1993) e nas
normas da Unido Europeia (1995). O principal acido graxo presente no azeite de
oliva é o acido oléico.

Um azeite de oliva que apresente sua composigao de acidos graxos fora dos
limites estabelecidos, caracteriza uma fraude ou mistura com outra variedade de dleo.

Tabela 3 — Principal composi¢gdo em acidos graxos azeite de oliva.

Acido graxo  Acido Acido Acido Acido Acido Acido
palmitico palmitoléico estearico oleico linoléico linolénico
(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)

Limites (%) 7,5a20,0 0,3a35 0,5a50 550a830 35a21,0 <10

Fonte: BRASIL (2012).

A coloracédo dos azeites pode variar de acordo com a presencga de clorofila
que confere aos azeites a coloracéo verde, e depende da variedade e da época de
colheita; ja as feotininas e carotenoides fornecem coloracédo verde amarelada ou
amarelada (BERTONCINI; TESTA, 2014; VICHI et al., 2011). A coloracao
apresentada pelo azeite de oliva esta relacionada com ponto de maturagao da oliva e
condigdes empregadas no processo de extracdo e atividade enzimatica. A
descoloragao do azeite pode acontecer devido ao manejo, duragdo da estocagem e
exposicao a luz (GIULIANI; CERRETANI; CICHELLI, 2011).

O azeite de oliva € considerado um habitat complexo e muito seletivo uma vez



2.4. CLASSIFICAGCAO E CARACTERISTICAS DO AZEITE DE

gue sua composi¢ao quimica varia de acordo com a regido geografica de sua origem,
se €& monovarietal ou composto de outras variedades. Embora contenha
essencialmente acidos graxos, a concentragdo dos compostos secundarios varia
sendo capaz de influenciar a sobrevivéncia de algumas espécies leveduras que
permanecem viaveis durante o armazenamento (CIAFARDINI; ZULLO, 2015;
SERVILI et al., 2014).

Os parametros fisico-quimicos que sao preconizados como indicadores de
qualidade e identidade, assim como de pureza dos azeites de oliva constam nos
anexos |, lll e IV da IN n° 1 de 2012 e IN n° 24 de 2018 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento/MAPA. Cinco desses parametros sio citados abaixo.

A acidez do azeite de oliva é o teor de acidos graxos livres, expresso como
porcentagem, em peso, de acido oleico em relagdo a massa do produto (BRASIL,
2012). E um parametro importante para a classificacéo do azeite, entretanto somente
o teor de acidez nao é suficiente para avaliar sua qualidade, atributos, defeitos,
estado de conservagao (MELLO; PINHEIRO, 2012).

Diversas etapas do processo podem influenciar a acidez quer por maturagao
do fruto, pragas, acdo mecanica da centrifugagdo e malaxagem ou refinamento (no
caso das categorias que admitem mistura com azeite de oliva refinado). Quando
ocorre a hidrélise dos triacilglicerois pelo contato do azeite com enzimas celulares
(LERCKER; CARAMIA, 2010), leva a produgao de acidos graxos livres, alterando a
concentracao de ions hidrogénio, gerando aumento da acidez do azeite. A acidez
€ proporcional a decomposicao lipidica, assim a natureza e a qualidade da matéria
prima, a oliva, influenciam na acidez do azeite, porém essa analise isolada nao tem
suficiéncia para atestar sua qualidade (MELLO; PINHEIRO, 2012).

A analise de indice de peroxidos avalia o inicio da oxidacgao lipidica, sendo
possivel detectar os primeiros produtos da oxidacao lipidica, os hidroperoxidos e
peroxidos. A oxidacgao lipidica € um processo auto catalitico com uma velocidade
sempre crescente, uma vez que € iniciado, e conforme o processo oxidativo avancga,
os hidroperodxidos e peroxidos que sédo formados, sofrem degradagdo dando origem
a outros compostos, os produtos secundarios da oxidacgao lipidica. Esses produtos
secundarios da oxidacgao lipidica do azeite de oliva, como aldeidos, cetonas, alcoois
e ésteres sao volateis e responsaveis pelos odores da rancificagdo, O contato do
oxigénio atmosférico e sua dissolugdo no azeite, a temperatura, enzimas, luz e ions
metalicos sdo indutores, influenciando a formacao de radicais livres, que dao inicio a
uma reagado continua de oxidagdo dos acidos graxos, e a deterioracdo dos
antioxidantes naturais (MELLO; PINHEIRO, 2012).

Se o valor do indice de perdxido for alto, denota que o azeite evoluira rapida-
mente para continuar o processo de oxidacgao lipidica do azeite. Se os valores séao
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baixos, pode significar que o azeite esta estavel ou que ja esta completamente
oxidado. O indice de perdxido &€ expresso em miliequivalentes-grama de oxigénio
ativo por quilograma da amostra, mEq O,/Kg (BRASIL, 2012).

O teor de antioxidantes presentes, assim como o grau de insaturagcdo dos
acidos graxos que compdem o 6leo, implica na taxa de deterioragdo por oxidagao
lipidica.

A estabilidade oxidativa de um 6leo, no caso o azeite de oliva € a sua
resisténcia a alteragcdes quimicas. A perda desta estabilidade pode advir de processos
bioquimicos (depende da umidade, atividade enzimatica e presenca de micro-
organismos), ou por processos quimicos (auto-oxidacdo ou foto-oxidagdo pela
presenca de oxigénio). A presengca de insaturagcbes, aumento de temperatura,
presenca de luz, agentes pro- oxidantes, dentre outros sdo fatores que catalisam a
oxidacao dos oleos/azeites. Todo o processo de oxidacao finaliza com o aparecimento
dos produtos secundarios da reagao obtidos pela cisdo das moléculas, rearranjo dos
peroxidos, formacdo de compostos volateis e ndo volateis, aldeidos e cetonas,
responsaveis pelo defeito sensorial de rango (sabor e odor desagradavel).

Cabe ressaltar a importancia dos compostos fendlicos, que atuam como
antioxidantes. Os principais antioxidantes presentes no azeite de oliva extra virgem
sdo representados por fendis hidrofilicos e lipofilicos e carotenoides em menor
quantidade. Os fendlicos de natureza hidrofilica influenciam na vida util do azeite
assim como nas propriedades sensoriais € nas que afetam a saude do homem
(CAYUELA et al., 2015; SERVILI et al., 2014). A presenga de microgotas de agua de
vegetacao, o pequenino grau de umidade (mesmo sendo quase nulo) é importante
considerando a polaridade dos fendlicos (CAYUELA-SANCHEZ; CABALLERO-
GUERRERO, 2019); os coloides formados também s&o retidos no processo de
filtracdo (GUERRINI et al., 2015), assim, a diminuicdo da concentragdo de fendlicos
favorece a fase de iniciagdo da auto-oxidacédo (GENOVESE et al., 2015).

Outro parametro que expressa informacdes sobre a qualidade do 6leo, iden-
tidade, o estado de conservagao, boas praticas de produgdo e armazenamento e
modificagdes decorrentes de processos tecnoldgicos € o coeficiente de extingdo
especifica a 232 nm e 270 nm, medido através da analise espectrofotométrica na
regido do ultravioleta (BRASIL, 2012; HOUSHIA et al., 2014); Regulamento (CEE) n°
2568/91 da Comissao, de 11 de julho - Anexo IX). Em geral, o grau de oxidagao
de Oleos € medido através da absorcdo em 232 nm e 270 nm que identifica a
presenca de compostos decorrentes da degradagéo oxidativa.

Alguns produtos da oxidagdo provocam aumento da absor¢do 232 nm e
outros a 270 nm, influenciando a curva de absor¢ao no UV, curva AK. A curva AK
estabelece a pureza e o grau de degradacdo do azeite, relaciona o estado de
oxidacao e também
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possiveis adulteragdes com dleos refinados. Outros cromoforos, formados a partir da
oxidacdo do azeite, absorvem na regido entre 260 e 280 nm, e podem, apesar de
terem uma extingdo especifica moderada, contribuir consideravelmente na
intensidade de absorgcdo nesta regiao; assim, a determinacdo do AK, desconta a
influéncia desses croméforos (MODOLO, 2007).

Em 232 nm, a extingdo especifica é relacionada a oxidagado primaria devido
a conjugacéao de acidos graxos polinsaturados. No comprimento de onda 270 nm, é
medida a presenga das cetonas insaturadas, provenientes de processo oxidativo,
fase secundaria de oxidagao.

O uso de processos tecnoldgicos nao permitidos, a mistura com outros 6leos
vegetais, com azeites de baixa qualidade ou refinados (FERNANDES, 2016) e o
estado de oxidagdo (CASAL et al., 2010; HOUSHIA et al., 2014; MELLO;
PINHEIRO, 2012;

SANTOS et al., 2013) sao alteragdes que podem ser identificadas através da analise
do valor de extingdo no UV, entretanto ndo identifica o agente adulterante
(MODOLO, 2007).

Os resultados sao expressos em termos de extingdo especifica, E1%1cm,
designados por K, Ko € variagdo especifica, AK. Quanto mais baixo esses
coeficientes, melhor a qualidade do azeite.

Através do indice de iodo, € avaliado o grau de insaturagdo dos acidos graxos
presentes nos azeites e identificagdo de adulteragdes mais grosseiras como a
mistura com diferentes 6leos vegetais (MELLO; PINHEIRO, 2012). O indice de iodo é
um intervalo caracteristico de cada variedade de Oleo, o que permite que sejam
identificadas adulteragdes produzidas pela mistura com outros 6leos vegetais, sendo
a medida do grau de insaturagao dos acidos graxos que estdo presentes na amostra.
O seu valor é expresso como a massa de iodo absorvido por 100 (cem) gramas da
amostra (BRASIL, 2012). O aumento desse indice, apresentando valores fora dos
limites que identificam o azeite de oliva, sugerem a presenga de outros Oleos
insaturados (LEONARDI; AZEVEDO; ROMANO, 2018; MELLO, 2010). A adigéo do
iodo a dupla ligagao deve ocorrer na auséncia de luz e da elevagao da temperatura,
impedindo que haja uma reagdo de substituigdo alilica conduzindo a resultado
errbneo (AFONSO et al., 2004).

O indice de refragcéo por definicdo corresponde a relagao da velocidade da luz
no vacuo com a velocidade da luz incidente na amostra, no caso o azeite (BRASIL,
2012). E caracteristico para cada tipo de 6leo e esta relacionado com o grau de
insaturacdo das ligagdes, com o tamanho da cadeia de acidos graxos e o grau
de pureza de um composto. Fatores como o teor de acidos graxos livres, compostos
de oxidagao, tratamento térmico e variacdo da temperatura, influenciam nos valores
desse indice. O aumento da temperatura, em geral, reduz o indice de refragdo. Um
resultado elevado
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indica a presenga de um alto grau de insaturacgao, ou seja, a presenga de um grande
numero de duplas ligagdes, sendo possivel também sinalizar a possivel presenga de
impurezas. Inversamente, o aumento do grau de saturagéo, implica na diminui¢ao do
indice de refragcdo (MARQUES, 2015; MELLO; PINHEIRO, 2012).

Seus valores expressam a relagao entre a velocidade que a luz percorre no
vacuo com a velocidade da luz que incide sobre a amostra, no caso o azeite
(BRASIL, 2012).

Outros parametros podem ser utilizados para verificagcdo da identidade e
qualidade do azeite de oliva, de acordo com a Instrugdo Normativa n ° 1 de 2012
do MAPA e sua alteracdo com a IN n ° 24 de 2018, que nao foram abordados neste
trabalho.

2.4.2 Caracteristicas sensoriais

O sabor do azeite é percebido através dos receptores sensoriais humanos por
meio dos compostos volateis e outros n&o volateis que estimulam o sistema
gustativo, como os compostos fendlicos presentes no azeite (LERCKER; CARAMIA,
2010). Estas substancias sao classificadas como aldeidos, cetonas, polifendis,
clorofilas, alcoois alifaticos, derivados terpénicos e feotininas, possuindo relacéo
direta com a expressao tanto dos atributos positivos como dos defeitos (CAYUELA et
al., 2015) principalmente no azeite de oliva extra virgem. Os defeitos podem ter
origem na degradacéo fisica, quimica, microbiana ou no que afetar a oliva. A jungcao
dos atributos é denominada “impressoes digitais” (CAYUELA et al., 2015).

Devido as suas caracteristicas peculiares, a avaliacao sensorial do azeite de
oliva é uma ferramenta de extrema importancia na definicdo da sua classificagao
mediante o estabelecido pelo Conselho Oleicola Internacional. Sdo avaliados por
meio dos sentidos humanos: odor, aroma/sabor e tatil. Os aromas e sabores
complexos que resultam da combinagao dos compostos presentes no azeite de oliva
(BERTONCINI; TESTA, 2014; CARPENTER; LYON; HASDELL, 2002), exibem um
“flavor” caracteristico a cada tipo de azeite de acordo com sua composig¢ao quimica.

Em alguns paises, a avaliagao sensorial € obrigatéria, além das analises
quimicas ja mencionadas. Nesta avaliagdo, um grupo composto de 8 a 12 pessoas
treinadas e reconhecidas por 6rgaos reguladores formam o que é chamado de
“Painel”, liderado por um lider/coordenador que recolhe as notas conferidas aos
atributos positivos ou defeitos de acordo com a qualidade do azeite (ZULLO;
CIOCCIA; CIAFARDINI, 2013).

No Brasil, os critérios adotados pelo MAPA sao os mesmos exigidos pelo COI
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para a avaliagao sensorial, porém a nao existéncia de um laboratério reconhecido e
credenciado nao possibilitava a utilizacdo desses critérios criticos e necessarios
para a realizagdo dessa analise. Porém, o Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria no Rio Grande do Sul (LFDA-RS) obteve de maneira inédita este
reconhecimento até 30 de novembro de 2022, constatando a qualidade técnica das
analises realizadas pelo corpo do Painel Analise Sensorial dos Azeites de Oliva
Virgens (MAPA, 2021).

Sao critérios da avaliagdo sensorial: a percepgao dos atributos do frutado e
dos defeitos. O atributo frutado (aroma e o sabor) envolve um conjunto de sensagdes
olfativas, sentidos por via direta e/ou retro nasal, essas sensagdes caracterizam a
proveniéncia dos frutos verdes ou maduros, sadios e frescos (Quadro 1)
(BERTONCINI; TESTA, 2014; TEIXEIRA, 2015).

Quadro 1 — Atributos positivos dos azeites de oliva.

Maduro - sensagdes de nozes,
Frutado Conjunto das sensafgées olfativas . banana, frutas maduras e suaves,
dependentes da variedade de azeitona, pouco amargo e picante.
por via direta e/ou retro nasal, Verde - sensagdes de grama
caracteristicas dos azeites provenientes cortada, folha de tomate verde,
de frutos saos e frescos, verdes ou maduros. | alcachofra, amargor e picancia forte.
Amargo Gosto elementar caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas verdes ou em fase

precoce de maturagdo, sentido pelas papilas caliciformes que constituem o “V” lingual.

Sensacao tatil de picadas em toda a cavidade bucal, em especial na garganta,
Picante | caracteristica dos azeites produzidos no inicio da campanha, principalmente a partir
de azeitonas ainda verdes.

Fonte: Adaptada de COMISSAO EUROPEIA (1991) e COMISSAO EUROPEIA (2015).

A alteracdo dessas variaveis expressa as mas condicdes de manuseio do
fruto (VICHI et al., 2011). Sendo reflexo do local de cultivo, ponto de maturagao e
qualidade do fruto no momento da colheita, condi¢des de colheita e ainda seja pela
ocorréncia de pragas e doencas na oliveira (ZULLO; CIOCCIA; CIAFARDINI, 2010).
Também influenciam o armazenamento das olivas® (LERCKER; CARAMIA, 2010), o
processo de producdo (BERTONCINI; TESTA, 2014; KALUA et al., 2007) (Quadro
2).

Todo o processo de percepgao oral ocorre através da interagdo com os
receptores do odor que se movem da boca para a cavidade da nasofaringe (Figura 4).
A dinamica do processo ocorre pelo efeito da respiracao e da diluicao do azeite por
meio da saliva (Quadro 3), sendo que a continuidade da mudanca do volume,
composicao e viscosidade do alimento sao fatores importantes para essa dinamica
(LERCKER; CARAMIA, 2010). Motivo pelo qual o azeite é aspirado pela boca
aumentando a volatilizacdo e consequentemente ha o aumento da superficie de

contato na parte

® O armazenamento inadequado acelera o desenvolvimento de calor nos pontos de contato entre as
olivas e também o consumo de fendis e polifendis, pelo fato que o metabolismo de respiragdo das
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olivas continua.
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retronasal, o que é de importancia na avaliacao feita pelos provadores do painel
sensorial (GENOVESE et al., 2015).

Quadro 2 — Defeitos sensoriais nos azeites de oliva.

Tulha/borras

Flavor caracteristico de azeites obtidos de azeitonas amontoadas
ou armazenadas em condicdes que as colocaram num estado
avangado de fermentagao anaerobia ou dos azeites que
permaneceram em contato, nos depdsitos e reservatoérios
subterrdneos, com matérias decantadas que tenham também
sofrido um processo de fermentagdo anaerobia.

Flavor caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas atacadas

avinagrado/
acido/azedo

Mofo/umido/ | por bolores e leveduras, devido a armazenagem dos frutos
terra durante varios dias em condi¢des Umidas ou dos azeites obtidos
de azeitonas colhidas com terra ou lama que nao foram lavadas.
Flavor caracteristico de certos azeites que lembra vinho ou
. vinagre.
Avinhado/ 9

Processo fermentativo aerébio alcodlico das azeitonas.
Processo fermentativo de pasta de azeitona em capachos néo
lavados.

Formacao acido aceético, acetato de etilo e etano

Ran¢o

Flavor dos azeites que sofreram um processo de oxidagao
intenso.

Cozido

Flavor caracteristico dos azeites devido a aquecimento
excessivo e/ou prolongado ou queimado durante a sua obtencao,
principalmente durante a termomalaxagem da pasta, se esta for
realizada em condi¢des térmicas inadequadas.

Processo fermentativo alcodlico latico das azeitonas.

Metalico

Flavor que lembra os metais e é caracteristico dos azeites que
permaneceram em contato com superficies metdlicas durante
a extracao.

Fonte: Adaptada de COMISSAO EUROPEIA (1991) e COMISSAO EUROPEIA (2015).

Figura 4 — Dindmica do processo de percepgao sensorial.

DISSOLUGAD DOS

SALIVAHIDRATACAOQ COMPOSTOS AROMATICOS
AZEITE BOCA EMULSAO DE AGUA NA FASE ORGANICA, O
{SALIVA} E OLEO AZEITE E NA
(AZEITE) FASE AQUOSA QUE E A
SALIVA
08 DOIS LiQUIDOS
SAO TRANSPORTADOS ‘;;E‘E;T""DRDESS PERCEPCAD
PARA A PARTE AEREA RETRONASAL
DA BOCA OLFATIVOS DO NARIZ

Fonte: Adaptada de Genovese et al. (2015).
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Quadro 3 — Resumo grafico da anélise sensorial de azeite.
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Fonte: Genovese et al. (2015).

Em um painel oficial sdo reconhecidos, identificados e quantificados tanto os
atributos positivos quanto os defeitos (Tabela 4). Os valores medianos dos defeitos,
considerando 0 que apresenta maior intensidade, juntamente com a mediana do
atributo frutado, obtidos durante a analise sensorial determinam a classificacdo do
azeite como azeite extra virgem, virgem ou lampante, onde os valores sdo expressos
por pontuagao (BRASIL, 2012; COI, 2007).

Tabela 4 — Limites de tolerancia das caracteristicas sensoriais do grupo azeite de oliva

virgem.
—  Medianado— -
. Mediana de ~
frutadaopd.F.) defeitos (M.D.) Observagao
Azdelte Extra M.F. > 0 M.D. = 0 Nenhum defeito
e virgem
oliva
Permitida a presenca
Virgem M.F. > 0 O0<M.D. <3, de pequenos
5 defeitos sensoriais
Lampante M.F. =0 M.D. > 3,5 Tem defeitos

Fonte: Adaptada de BRASIL (2012).

Como os azeites de oliva sao classificados sensorialmente pela presenga ou
auséncia de defeitos, a analise sensorial tem importante fungdo ao avaliar as
possiveis alteragdes ocorridas na cadeia produtiva. As caracteristicas sensoriais
positivas,
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agregam valor ao produto, trazendo maior rentabilidade ao olivicultor, sendo uma
ferramenta utilizada pra premiagdo em concursos.

2.5 MICROBIOLOGIA DO AZEITE DE OLIVA

2.5.1 Caracteristicas Microbioldgicas

Pesquisas no ambito microbiolégico constataram uma associagcao entre a
micro- biota do azeite recém-produzido e a microbiota presente nas olivas
(CIAFARDINI et al., 2004), composta principalmente por leveduras, bolores e
bactérias, em quantidade inferior.

A presenga de leveduras nas olivas pode refletir de duas maneiras sobre o
produto, seja o azeite de oliva ou azeitona de mesa:

1. produzindo deterioragéo do fruto (produgéo de odores e amolecimento do fruto);

2. produzindo atividades bioquimicas desejaveis pela agao, por exemplo, da -
glicosidase;

3. modificando as propriedades sensoriais;
4. produzindo hidrdlise dos triacilglicerdis (agao das lipases);

5. produgéao de fatores letais para alguns micro-organismos.

Estudos recentes avaliaram o potencial probidtico (CIAFARDINI; ZULLO,
2018) das leveduras das olivas, visto que algumas espécies resistem a passagem
gastrointes- tinal e exibem beneficios ao hospedeiro. Os beneficios em potencial a
saude incluem redugéo dos niveis de colesterol e inibicdo de patogenos (ARROYO-
LOPEZ et al., 2008; ARROYO-LOPEZ et al., 2012; SILVA et al., 2011; ZULLO;
CIAFARDINI, 2019).

Koidis, Triantafilou e Boskou (2008) pesquisaram a microbiota e as
caracteristi- cas fisico-quimicas de amostras procedentes de azeite recém-extraido
de uma fabrica de origem grega e também amostras do comércio local. E
identificaram que a populacdo microbiana existente, apresentava diferengas, que
provavelmente tinha influéncia do ambiente da oliveira, da atividade antimicrobiana
dos fendis, como também da possivel contaminacéo durante o processo de extracio.

A presenca de quantidade mesmo que minima de agua contribui para a
formagdo de uma emulsdo com os diacilglicerdis, monoacilgliceréis e fosfolipidios
presentes no azeite, sendo denominada de micro emulsdo ou suspensao (ZULLO;
CIAFARDINI, 2018). Esta microemulsao juntamente com as particulas da oliva
produz
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um microambiente que permite a sobrevivéncia e desenvolvimento da microbiota do
azeite. A microbiota € composta por diferentes micro-organismos, como bactérias,
bolores e leveduras oriundos da propria oliva, sendo por isso considerada natural
(CIAFARDINI; ZULLO, 2018; ZULLO; CIAFARDINI, 2008).

Na analise microscopica de azeite recém produzido (Figura 5) foi possivel a
visualizacado de particulas sélidas e de microgotas de agua de vegetagcao contendo
micro-organismos (CIAFARDINI; ZULLO, 2002a; CIAFARDINI; ZULLO, 2002b; LERC-
KER; CARAMIA, 2010). O volume fisico restrito das microgotas de agua de
vegetacdo € fator limitante para a quantidade dos micro-organismos presentes
(CIAFARDINI; ZULLO, 2002b; PALUMBO; HARRIS, 2011).

Figura 5 — Visualizagdo de azeite de oliva recém produzido com microscopio 6tico,
num aumento de 600X. As particulas solidas e os micro-organismos séao
vistos no interior das micro gotas de agua de vegetagao apontados pelas
setas.

Fonte: Ciafardini e Zullo (2002a), Ciafardini e Zullo (2002b).

A microscopia eletrénica de varredura possibilitou a visualizagdo de leveduras
aprisionadas na superficie das particulas solidas, que conferem juntamente com as
micro gotas da agua de vegetacdo a opalescéncia do azeite recém-extraido (Figura
6).

Ciafardini, Zullo e Iride (2006) verificaram a presenga de leveduras em azeites
comerciais se dividindo por brotamento e apresentando crescimento, o que
corrobora com a probabilidade da existéncia de leveduras em azeite de oliva virgem.
Conhecer essa microbiota é importante posto que possam vir a interferir
negativamente na qualidade do azeite durante sua vida de prateleira.
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Figura 6 — Microscopia eletrénica de varredura do crescimento da estirpe de levedura
DAPES 1890 C. parapsilosis (a) e C. diddensiae em agar MYGP (b).

Fonte: Zullo, Cioccia e Ciafardini (2010).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do sedimento e da microbiota sobre a qualidade do azeite
de oliva da variedade Koroneiki produzido na regido de Aiuruoca, Minas Gerais,
comparativamente ao produto filtrado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar os parametros quimicos de indice de acidez, indice de peroéxidos,
extingado especifica, indice de iodo, indice de refragdo do azeite de oliva filtrado
e nao filtrado durante a armazenagem a temperatura ambiente;

 Analisar a \viabilidade de bactérias, bolores e leveduras durante o
armazenamento do azeite de oliva nao filtrado;

» Determinar a relagéo entre a microbiota e o sedimento do azeite de oliva néo
filtrado sobre os parametros de qualidade do produto.



4 MATERIAIS E METODOS

A execugao deste trabalho incluiu a realizacdo de uma visita técnica a
Fazenda Experimental de Maria da Fé-MG — Unidade Regional da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG Sul de Minas) para melhor
compreensao do processo de extragao do azeite de oliva praticado na regiao.

4.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DE AZEITE NAO FILTRADO E
FILTRADO

As amostras utilizadas neste trabalho foram de azeite de oliva virgem fresco
(recém-extraido) da variedade Koroneiki, de um mesmo produtor, produzido no
municipio de Aiuruoca—MG, localizado ha 1.400 metros de altitude. O tempo entre a
colheita e a extracao é de aproximadamente 4 horas, conforme Anexo IV. O primeiro
produto obtido na extracao é o azeite de oliva nao filtrado, apds a extragao ocorrendo
a filtragdo obtém-se o azeite de oliva filtrado. Em margo de 2019, foram coletadas
14 garrafas de azeite filtrado e 14 garrafas de azeite nao filtrado pertencentes ao
mesmo lote de partida. As amostras foram envasadas em garrafas de vidro verde
escuro com tampa metalica de rosca com batoque plastico, apresentando volume util
de 260 mL e volume de azeite de 250 mL e 10 mL de espaco livre. As garrafas foram
enviadas para a Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro — RJ) (Figura
7). O armazenamento foi conduzido em caixas de papeldo ondulado mantida em sala
com ar-condicionado, operando durante o periodo de trabalho diario, de segunda-
feira a sexta-feira.

O més da extragédo do azeite de oliva, margo de 2019, foi considerado como o
momento inicial e a cada dois meses foram realizadas novas analises pelo periodo
de dez meses. Assim, nos meses maio, julho, setembro, novembro de 2019 e janeiro
de 2020 novas garrafas de cada amostra foram abertas dando continuidade a
pesquisa. As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Controle de
Produtos (LCP/IVISA-RJ), onde também foi observado em microscopia otica o
sedimento obtido apds centrifugacdo de uma aliquota da primeira garrafa de azeite
de oliva nao filtrado utilizada para as analises fisico-quimicas. As analises
microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da Embrapa
Agroindustria de Alimentos - RJ. A analise sensorial realizada de forma remota, pelo
Laboratdrio de Analise Sensorial da Embrapa Agroindustria de Alimentos — RJ, e foi
conduzida com as amostras que foram congeladas em intervalos sucessivos de dois
meses.
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Figura 7 — Imagens dos azeites de oliva Koroneiki — Aiuruoca — MG.

Para realizagéo das analises, as garrafas dos azeites foram homogeneizadas
através de inversao num angulo de 180°, 100 vezes por 3 minutos.

Os ensaios microbioldgicos foram realizados em duplicata, os ensaios fisico-
quimicos foram realizados em triplicata.

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As amostras utilizadas na pesquisa, tinham como diferencial entre elas a
filtracdo que apesar de ser uma etapa fisica, influencia na composi¢cao quimica e
estabilidade do azeite de oliva, considerando que ocorre a remogdo compostos
fendlicos polares que se encontram em suspensao (ZULLO; CIAFARDINI, 2018).

A composigdo em acidos graxos presentes nas amostras ndo teria uma
alteracao significativa. E sob esse aspecto apenas foi realizada a composi¢gao em
acidos graxos da amostra de azeite de oliva filtrado.

A andlise do perfil de acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa.
Os ésteres metilicos foram preparados de acordo com Antoniassi et al. (2018) e
analisados por cromatografia em fase gasosa em equipamento Agilent 7890,
equipado com detector de ionizacdo por chama operado a 280 °C. Utilizou-se coluna
capilar HP FFAP (25 m x 0,2 mm x 0,30 uym) e programag¢ao de temperatura
conforme descrito: temperatura inicial de 150 °C por 1 min; de 150 a 180 °C com
rampa de 30 °C/min; de 180 a 200 °C com rampa de 20 °C/min; de 200 a 230 °C com
rampa de 3 °C/min e na temperatura final de 230 °C por 10 min. Foi injetado 1 uL de
solugao a 1% em injetor aquecido a 250 °C operado no modo de divisao de fluxo de
1:50. Realizou-se a
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identificagcdo por comparacao dos tempos de retengcdo com os padroes da NU-CHEK
PREP, Inc (Elysian, MN) e SUPELCO (Bellefonte, PA) a quantificacao foi realizada
por normalizagao interna.

4.2.1 Acidez livre expressa em acido oléico

A determinacgéo de acidez livre foi realizada volumetricamente através de uma
titulagdo acido-base, com solugcdo de hidréoxido de sodio 0,01 M. A amostra foi
diluida em solucao éter etilico e alcool etilico na proporgao, 2:1. A fenolftaleina foi
usada como indicador, cuja coloragao rosea devia permanecer por 30 segundos. Os
resultados foram expressos em gramas de acido oleico/100g de amostra (IAL, 2008).

4.2.2 Extingao especifica em UV/VIS

A amostra foi diluida em isoctano e medida a sua absorbancia no espectro-
fotbmetro Agilent 8453 para os comprimentos de onda 270 nm e 232 nm. A leitura
foi realizada com o uso de cubetas de quartzo de 1 cm de passo 6ptico utilizando o
isoctano como branco. Para a analise do azeite além da determinac&o do Ky e K3z,
€ necessario o calculo da variagdo da extingao especifica (AK) efetuando-se leituras
da solugdo também em 266 nm e 274 nm (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY,
2009).

4.2.3 indice de perdxidos

A amostra foi solubilizada em solugdo de acido acético e cloroférmio, na
proporgao de 3:2, em seguida adicionada solugao saturada de iodeto de potassio.
Apdés 1 minuto ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, adicionou-se agua
destilada procedendo a titulacdo da amostra com solugdo de tiossulfato de sdédio
0,01 M. Assim que a solugcdo da amostra alcancou coloragdo amarelo palha,
adicionou-se a solugao indicadora de amido 1% e continuou-se a titulagdo até o
desaparecimento da cor azul intenso. Fez-se um branco para a reagao, titulando a
solugédo usada na diluigdo das amostras. Os resultados foram expressos em mEq
O./kg (IAL, 2008).

4.2.4 indice de lodo, pelo método Wijs

A amostra foi solubilizada em cloroférmio, em seguida adicionou-se solugao
de Wijs (Solugéo lodo Cloro, segundo Wijs). Apés 30 minutos, ao abrigo da luz em
temperatura ambiente, adicionou-se solugdo de iodeto de potassio a 15% e agua
destilada. Procedeu-se a titulagdo da amostra com solucdo de tiossulfato de sédio 0,1
M.
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Quando a solucdo da amostra adquiriu coloracdo amarelo palha, adicionou-se a
solucdo indicadora de amido 1% e continuou-se a titulagao até o desaparecimento da
cor azul intenso. Fez-se um branco titulando o mesmo solvente utilizado na
solubilizacdo das amostras. Os resultados foram expressos em g lodo/100g
(AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 1995).

4.2.5 indice de Refracao

Para se iniciar a leituras no refratbmetro Mettler Toledo RE 50, foi realizada a
calibracdo do equipamento de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando
agua destilada e a padronizagao da temperatura a 20 °C, Através de leitura direta dos
azeites, filtrado e nao filtrado, utilizando pipetas de Pasteur descartaveis para
transferéncias das aliquotas. Foram realizadas as leituras em triplicata, O valor
obtido corresponde a relacido entre a velocidade da luz através do ar e a velocidade
luz através dos azeites (LUTZ, 1985).

4.2.6 Clorofila

Realizada a leitura da amostra diretamente no espectrofotdmetro Agilent
8453, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de passo Optico, nos comprimentos de
onda 630, 670 e 710 nm. O resultado foi expresso em teor de clorofila e pigmentos
relacionados em mg/kg de 6leo (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 1990).

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.3.1 Enumeracgao de bactérias, bolores e leveduras

Aliquotas de 25 mL de cada amostra foram filtradas a vacuo através de
membra- nas filtrantes estéreis de nitrocelulose com porosidade de 0,22 ym. A
membrana filtrante, de cada amostra, foi transferida para um frasco Schott de 100
mL, contendo 80 mL de solucdo salina 0,9% estéril, também utilizada para as
diluicbes, e homogeneizada a 16.000 RPM por 1 minuto em ULTRA TURRAX
modelo T25 Digital (Figura 9) (CIAFARDINI; CIOCCIA; ZULLO, 2017; ZULLO;
CIOCCIA; CIAFARDINI, 2010). Este
foi o volume minimo de solugdo salina 0,9% no frasco Schott de 100 mL, que
permitiu a centrifugacdo a 16.000 RPM (Figura 8).

O volume de 80 mL foi transferido quantitativamente com 170 mL solu¢do
salina a 0,9% para um frasco Schott completando o volume de 250 mL,
correspondendo a dilui-
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¢dao 10"'. Em seguida foram realizadas mais duas diluigdes decimais,
correspondentes a 102 e 1073,

Uma aliquota de 100 uL de cada diluicdo foi plaqueada por superficie, em
duplicata, no meio Plate Count Agar (PCA), para enumeragao de bactérias aerdbias
mesdfilas, com incubagao a 37 °C por 48 h.

O meio Malt Yeast Glucose Peptone (MYGP), composto de extrato de malte 3
g, extrato de carne 5 g, extrato de leveduras 3 g, dextrose 10 g, agar-agar 20 g, pH
7,0, de acordo com KURTZMAN e FELL (1998), que foi utilizado para enumeracao
de bolores e leveduras (ZULLO; CIAFARDINI, 2018). Todas as placas com as
variagcoes de MYGP foram incubadas a 25 °C pelo periodo de 5 dias em BOD.

O meio MYGP pH 7,0 foi acidificado com &cido latico (10%) até pH 4,0. A
acidificagao torna o meio mais seletivo, inibindo o desenvolvimento de bactérias,
possibilitando um melhor isolamento, detecgdo e enumeragcdo de leveduras na
presenga de bolores, que se desenvolvem em um pH mais acido.

Figura 8 — Etapa da filtragdo a vacuo.

A suplementacéo do meio MYGP pH 7,0 com tetraciclina (20 mg/L) para inibir
o desenvolvimento de bactérias e com propionato de sédio (3,0 g/L), para inibir o
desenvolvimento de bolores, aumenta a contagem de leveduras (GUERRINI et al.,
2015; ROMO-SANCHEZ et al., 2010; ZULLO; CIAFARDINI, 2018), tornando o meio
mais seletivo.

O meio agar dicloran rosa bengala com cloranfenicol (DRBC), composto por
peptona 5,0 g, glicose 10,0 g, fosfato monopotassico 1,0 g, sulfato de magnésio
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0,5 g, dicloran 0,002 g, rosa bengala 0,025 g, cloranfenicol 0,001 g, agar 15,0 g,
agua destilada 1000 mL, foi utilizado por possuir em sua composigao substancias
que possibilitam maior eficiéncia e visualizagdo das col6nias no cultivo de bolores
e leveduras em alimentos, facilitando a enumeracdo. A presenga do rosa bengala
restringe a dispersdo, a altura e tamanho das colbénias dos fungos de
desenvolvimento rapido e o desenvolvimento dos fungos mais lentos. O dicloran,
antifungico, ajuda na redugéo do didmetro das colbnias. A presenga do antibiético
cloranfenicol inibe o desenvolvimento de bactérias. O pH acido do meio melhora a
inibicdo da dispersao dos fungos (BONDAM et al., 2020; FAIA, 2011; SAATKAMP,
1998).

Figura 9 — Membrana ap0ds filtracdo e apds homogeneizagdo com solugao de salina
0,9% por TURRAX.

I "!

sssssssssssssssssany

4.3.2 Microscopia

A andlise microscopica do azeite de oliva nao filtrado foi realizada em
duplicata, com aliquotas de 10 mL. As amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM
por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. Em seguida, os sedimentos foram
ressuspendidos com solucao salina 0,9% em volume suficiente apenas para soltar o
pellet do fundo do tubo de centrifugagdo. Uma gota da amostra foi levada ao
microscopio 6tico (modelo Olympikus 50) com um aumento de 400X, utilizando
solugéo de azul de algodao como corante.

4.4 ANALISE SENSORIAL

As amostras apos serem analisadas pela fisico-quimica e pela microbiologia
foram armazenadas a uma temperatura de -15 = 5 °C, até o momento da realizagao
do teste. A analise sensorial foi realizada em duas se¢des, uma com as amostras de
azeite nao filtrado e outra com o azeite filtrado, de forma remota.
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A realizacdo da avaliagdo sensorial remota foi planejada apds alguns
encontros virtuais, com a equipe do Laboratério de Analise Sensorial da Embrapa
Agroindustria de Alimentos e os orientadores da referida pesquisa. Devido a
pandemia de Covid-19, um procedimento logistico foi elaborado e aplicado com o
objetivo de que as amostras chegassem na casa dos avaliadores, ainda mantendo
suas caracteristicas, visto que ndo estava ocorrendo atividades presenciais na
Embrapa Agroindustria de Alimentos.

As etapas de planejamento logistico foram:

1. Definicdo dos procedimentos e regras de ouro de prevengao a infecgéo do
virus Covid-19, para seguranca dos analistas e participantes dos testes
sensoriais;

2. Definigao do local de preparo das amostras;
3. Higienizagao do local,

4. Higienizagao dos frascos;

5. Porcionamento e identificagcdo das amostras;
6. Transporte das amostras;

7. Analise sensorial domiciliar;

8. Analise e interpretacao dos resultados.

O levantamento dos descritores sensoriais utilizados na avaliagao sensorial foi
fundamentado na expertise do azeitdlogo que fez uma avaliagdo prévia das
amostras, utilizando a ficha de avaliagdo (Anexo Il), que consta na norma COI
(Regulamento CE n° 2568/91), norteando assim a selegdo dos atributos a serem
considerados. Os atributos por ele assinalados, sendo pela intensidade de sua
percepcao dos defeitos e dos atributos positivos, ou anotagdes de notas sensoriais
especificas, foram considerados para a avaliagdo sensorial pelo painel de
avaliadores.

A partir da lista de descritores, a equipe de avaliadores utilizou o critério de
presenga ou auséncia de atributos sensoriais positivos (frutado, amargo, picante) e
de defeitos (avinagrado, metalico, rangoso, sedimento, fungado e outros).

Os avaliadores, que foram convidados a participar da avaliacdo sensorial das
amostras desta pesquisa, sao funcionarios do quadro da Embrapa Agroindustria de
Alimentos—RJ. Estes profissionais fazem parte do grupo habilitado, pela
sensibilidade reconhecida no Teste para Selecdo de Avaliadores de Azeite de Oliva
realizado pelo Laboratério de Analise Sensorial e vir a fazer parte do futuro Painel
Sensorial de Azeites da Embrapa Agroindustria de Alimentos—RJ. O grupo vem
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recebendo treinamento ministrado por um azeitélogo, que teve inicio em 2018. O
grupo voluntario participante &
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composto de dez avaliadores, nove mulheres, e um homem, com idade variando de
30 a 60 anos. Os critérios estabelecidos foram presenca e auséncia e a intensidade
dos atributos sensoriais (frutado, amargo e picante) e dos defeitos (avinagrado,
metalico, rangoso, fungado e outros) quantificados de 1 a 5, obtendo-se uma
pontuacao do perfil sensorial qualitativo das amostras.

Para a realizacdo das sessdes de avaliagdo, foi encaminhado para as
residéncias de cada participante uma sacola de papel, contendo 2 caixas de isopor,
cada uma com 4 frascos de vidro com cerca de 15 mL de azeite de oliva, e um frasco
plastico contendo 30 mL de alcool 70%. Foram realizadas duas sessdes de
avaliacdo com o painel, uma para cada grupo de amostras (filtrado e n&o filtrado),
sendo TESTE 1 para as amostras de azeite filtrado e TESTE 2 para as amostras de
azeite nao filtrado, a identificagdo fixada na superficie da respectiva caixa (Figura
10).

As amostras estavam codificadas com numeros compostos por trés digitos
aleatérios; a numeracido é feita dessa forma buscando evitar erros pelo uso de
codigos simples que viessem induzir a expectativas ou associagdes. As amostras
foram apresentadas em ordem balanceada, por delineamento de blocos completos,
aos avaliadores, conforme eram apresentados os cédigos das amostras na ficha de
avaliacado de cada avaliador.

Foi disponibilizado junto com as amostras, as instrugdes para realizagdo do
teste e o vocabulario utilizado na categorizacdo de azeite de oliva extra virgem
(anexo 1). A ficha de avaliacdo foi elaborada no software Compusense e
disponibilizada através de um link para os avaliadores através do QR code fixado em
cada grupo de amostras.

Os avaliadores foram instruidos a selecionar, dentre a lista de descritores, os
termos que se aplicavam para caracterizar as amostras.
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Figura 10 — Preparacédo das amostras para envio e posterior analise sensorial domiciliar.

(c) AZEITE FILTRADO (d) AZEITE NAO FILTRADO



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

A caracterizagao microbiolégica do azeite de oliva da variedade Koroneiki néo
filtrado, com armazenamento a temperatura ambiente na auséncia de luz, é
apresentado na Tabela 5.

As amostras de azeite de oliva filtrado, em todos os periodos analisados néo
apresentaram enumeragao para os grupos de micro-organismos investigados neste
estudo.

Andlises realizadas no meio PCA (Figura 11). No primeiro més, a
concentragao inicial de bactérias aerébicas mesofilas no meio PCA para azeite de
oliva néo filtrado foi 1, 2 x 10° UFC/mL. No segundo e quarto més de analise, houve
uma diminuicdo do numero total de bactérias. A partir do sexto més, foi observada
uma reducado expressiva no numero total de bactérias, quando no oitavo més,
apresentou como resultado de enumeracéo o valor estimado de 1, 0 x 10> UFC/mL.

Figura 11 — Analises realizadas no meio PCA.

Més 0 Més 6
1,2 x 10° UF(é mL 5,0 X 10° UFC/mL est




Tabela 5 — Enumeragao de micro-organismos (UFC/mL) no azeite de oliva nao filtrado da variedade Koroneiki durante
armazenamento na auséncia de luz e a temperatura ambiente.

TR Grupo de Tempo de armazenamento (més)
cultura micro-organismos 0 2 4 6 8
MYGP 4 Bolores 1,1 X 10° 4,0% 10*est 4,0x 10°est 3,0 x 10°est 5,0 x 10" est
Aerobiose Leveduras 1,3 x 10° 1,2 x 10° 1,0x 107 4,0x% 10%°est 6,0 x 107 est
MYGP 7 Bolores 2,8%x 10* 4,0x 10*est 4,0 x 10°est 2,1 x 10’ 1, 0 x 108
Leveduras 1,9 x 10’ 1, 2 X 10° 1, 4 x 10’ 1, 2 X 10’ 1, 4 x 108
MYGP 7 Bolores 50X 10°est 3,0x 10°est 2,0 x 10°est 4, 0 X 10°est <1, 0 X 10% est
suplementado Leveduras 2,1 x 10° 4,0 x 10* est 52X 10® 2,0x 10%°est 3,0 x 10’ est
DRBC Bolores 9,0 X 10® est Contaminagdo 3,0 x 10°est 2,0 x 10%est 3,0 X 10° est
Leveduras 6,0 X 10* Contaminacdo 5,0 x 10* 2,0 x 10%est 4, 0 x 10° est
PCA Bactérias 1,2 x 10° 1,6 X 10° 2,9%x 10° 5, 0x 10°est 9,0 x 10° est

Nota: est - valor estimado

VOI90QTOIFOHDIN OYIVZINILOVEYD LG

144



5.1. CARACTERIZAGAO MICROBIOLOGICA

Andlises realizadas no meio DRBC (Figura 12). No segundo més, ocorreu
contaminagado durante o momento de semeadura. No primeiro més, o azeite de
oliva no filtrado apresentou valor estimado para bolores de 9, 0 x 10° UFC/mL, para
leveduras a enumeracéo foi de 6, 0 x 10* UFC/mL. A partir do quarto més, os bolores
permanecem com enumeragao abaixo do limite de detecgado, apresentando no sexto
més, a enumeragao de 3, 0 x 10° UFC/mL estimado. As leveduras apresentam uma
contagem de 6, 0 X 10* UFC/mL e 5, 0 x 10* UFC/mL para o primeiro e o quarto
més, respectivamente. A partir do sexto més, foi observada uma diminuigdo gradual
no numero total de leveduras, quando no oitavo més, apresentou como resultado de
enumeracao de 4, 0 x 10° UFC/mL estimado.

Figura 12 — Analises realizadas no meio DRBC.

Més 0 Més 8
(@) Bolores 9, 0 x 10° UFC/mL est (b) Bolores 3,0 x 10> UFC/mL est
Leveduras 6, 0 X 10* UFC/mL Leveduras 4, 0 X 10° UFC/mL est

Analises realizadas no meio MYGP pH 7,0 suplementado com propionato de
sodio e tetraciclina (Figura 13). Em todos os tempos, a enumeragdo de bolores foi
abaixo do limite de deteccdo, apresentando valores estimados. No oitavo més,
apresentou como resultado de enumeracgdo de < 1, 0 x 10> UFC/mL estimado. No
primeiro més, as leveduras apresentaram 2, 1 x 10® UFC/mL. No segundo més,
apresentou valor estimado de 4, 0 x 10* UFC/mL, porém a partir do quarto més
houve decréscimo nos valores encontrados. Chegando ao oitavo més, com 3, 0 X
10’ UFC/mL estimado. Sendo que no primeiro més, a suplementacdo foi somente
com propionato de sodio que inibe o crescimento de bolores e aumentando a
contagem de leveduras. Sendo entdo encontrados valores estimados de bolores
desde o primeiro més de analise. A partir do segundo més de analise, 0 meio foi
acrescido de tetraciclina, inibidor do desenvolvimento bacteriano.
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Figura 13 — Analises realizadas no meio MYGP pH 7,0 suplementado com propionato
de sddio e tetraciclina.

e (c) (b) -
Més 0 Diluigao 10 Més 8
Bolores 5, 0 X 10® UFC/mL est Bolores 1, 0 x 10> UFC/mL est
Leveduras 2, 1 x 10° UFC/mL Leveduras 3, 0 X 10’ UFC/mL est

Andlises realizadas no meio MYGP pH 7,0 (Figura 14). No més inicial, a
enume- ragdo para bolores foi 2, 8x10* UFC/mL e as leveduras apresentaram 1, 9 X
10’ UFC/mL. Os bolores no quarto e sexto més, tiveram decréscimo nos valores
encontrados, porém no sexto e oitavo més, respectivamente, voltaram a apresentar
valores maiores. A enumeracido das leveduras permanece praticamente constante
durante o periodo de armazenamento. Nesse pH, 7,0, os bolores e leveduras
continuaram a se expressar durante o armazenamento de forma mais significativa
que em outros meios utilizados ou variacbes do meio MYGP.

Figura 14 — Analises realizadas no meio MYGP pH 7,0.

Més 0 Més 4 Més 8
Bolores 2, 8 x 10* UFC/mL  Bolores 4, 0 X 10° UFC/mL Bolores 1, 0 X 10® UFC/mL
Leveduras 1, 9 x 10’ est Leveduras 1, 4 x 10® UFC/mL
UFC/mL Leveduras 1, 4 x 10’ UFC/mL

Andlises realizadas no meio MYGP pH 4,0 (Figura 15). Analise realizada no
més inicial, apresentou resultado para bolores e leveduras, de 1, 1 x 10° UFC/mL e
1, 3 X 10° UFC/mL respectivamente. A partir do segundo més de armazenamento,
ocorre uma diminuigao significativa na enumeragéao de bolores até o sexto més de
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armazenamento. As leveduras mantiveram a enumeracgado, embora decrescente, até
o0 quarto més. A partir do sexto més de armazenamento, foram estimados valores
decrescentes.

Figura 15 — Analises realizadas no meio MYGP pH 4,0.

(b) (c)

Més 0 Més 4 Més 8
Bolores 1, 1 X 10° UFC/mL  Bolores 4, 0 x 10° UFC/mL Bolores 5, 0 X 10’ UFC/mL est
Leveduras 1, 3 x 10° est Leveduras 6, 0 X 10 UFC/mL est
UFC/mL Leveduras 1, 0 x 10’ UFC/mL

A enumeracido de leveduras em MYGP pH 7,0 suplementado e DRBC foi
inferior a obtida em MYGP pH 7,0 em todos os tempos estudados e se intensificou
durante o armazenamento. O meio MYGP pH 4,0, no segundo e no quarto més,
respectivamente, mantiveram a enumeragéo relativamente igual ao meio MYGP pH
7,0, porém nos meses seguintes, a enumeracao apresentou valores estimados
diferentemente do meio MYGP pH 7,0.

Conforme descrito por Zullo e Ciafardini (2018), foi encontrado no momento
inicial da pesquisa, ou seja, logo apds a extragdo, uma contagem de leveduras e
bactérias superior a de bolores (CIAFARDINI; ZULLO, 2002a), porém, a partir do
terceiro més do inicio da pesquisa, a enumeragdo comega a decrescer para valores
estimados. Considerando que o azeite de oliva nao filtrado € um meio seletivo,
complexo, que o sedimento é rico em agua de vegetacgdo, nutrientes provenientes
do mesocarpo da oliva (CIAFARDINI; ZULLO, 2002b), e que o azeite propriamente
dito possui uma composicdao rica em compostos como pectina, fendlicos,
carotendides, tocoferois, antioxidantes dentre outros (CAYUELA et al., 2015) e que a
sobrevivéncia e o desenvolvimento da microbiota presente estdo relacionados a
presenca de compostos nutritivos, uma vez que ocorre o consumo dos nutrientes, a
aliada a prépria seletividade devido a composigdo quimica do azeite de oliva é
esperado que haja uma redugédo de numero de microrganismos viaveis.
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

O perfil de acidos graxos do azeite de oliva filtrado € apresentado na Tabela
6, € a sua composicdo em acidos graxos se apresenta dentro dos limites
estabelecidos pela legislagao vigente, sinalizando a identidade de um azeite de oliva
sem adulteragbes, com uma maior percentagem de acido oléico, uma caracteristica
de identidade do azeite de oliva.

Tabela 6 — Perfil de acidos graxos do azeite de oliva filtrado.

Acido

Total
graxo 460 C16:1 C17:1 C18:0 C181 C181p C18:2 C183 C20:0 C20:1 C22:0 o
Média 10211 0.688 0,080 2077 77.911 2047 4213 0834 0414 0366 _ 0,155 _ 1,00

Os indices de qualidade analisados (acidez, indice de peréxidos, extingdo
especifica, indice de iodo, indice de refracdo e clorofila) no azeite de oliva da
variedade Koroneiki nao filtrado e do filtrado, com armazenamento a temperatura
ambiente na auséncia de luz, sdo apresentados na Tabela 7.

A acidez inicial do azeite filtrado foi 0,24 + 0,02 g de acido oléico/100g e do
azeite nao filtrado 0,29 £ 0,02 g de acido oléico/100g. No sexto més de
armazenagem foi verificada uma variacdo na acidez maior que 0,1 g de acido
oléico/100g nos dois tipos de azeite. Nas analises realizadas no oitavo e décimo més
foi verificado um aumento na acidez com valores de 0,38 = 0,01 g de &cido
oléico/100g para o filtrado e principalmente no azeite de oliva nao filtrado, sendo 0,46
+ 0,03 g de acido oléico/100g. Os dois tipos de azeite apresentaram uma acidez
menor que o padrao legal de 0,8 g de acido oléico/100g (BRASIL, 2012).

O aumento da acidez é indicativo da hidrélise dos triacilgliceréis com
liberacdo de acidos graxos. E exerce influéncia na estabilidade do azeite. No caso
do azeite nao filtrado houve um maior aumento, o que sugere que as reacgoes
enzimaticas e quimicas entre o material do sedimento e o azeite de oliva. A presenga
de leveduras produtoras de lipases pode ocasionar o aumento da hidrdlise dos
triacilglicerdis e a produgao acidos graxos livres (ZULLO; CIAFARDINI, 2008).

Durante o processo de filtracdo, o sedimento, a agua de vegetagéo, os
coloides formados (GUERRINI et al., 2015), os fendis hidrofilicos (antioxidantes
polares) sao retidos. A reducdo da umidade e da agua de vegetagao levam a uma
diminuicdo da taxa de hidrdlise do triacilglicerois (FREGAPANE et al., 2006). O inicio
do processo de auto-oxidacado pode ser favorecido pela diminuicdo da concentragao
de fendlicos (CAYUELA-SANCHEZ; CABALLERO-GUERRERO, 2019; GENOVESE
etal., 2015).



Tabela 7 — indices de qualidade do azeite de oliva da variedade Koroneiki ndo filtrado e filtrado na auséncia de luz a temperatura

ambiente.
Andlise Azeite 5 Te2mpo de armaze:amento (mes)6 _ .
Acidez Filtrado 0,24 + 0,02 0,20 = 0,003 0,28 + 0,01 0,37 £ 0,008 0,35 £ 0,007 0,38 /0,01
(g acido oléico/100g)  N&o filtrado 0,29 £+ 0,02 0,27 + 0,032 0,30 £ 0,01 0,42 £ 0,008 0,46 £+ 0,003 0,46 £/ 0,03
Indice de peréxido  Azeite filtrado 9,62 + 0,28 8,88 + 0,11 9,62 + 0,10 8,01 £049 11,08 £ 0,74 12,19 % 0,11
(mEq O*/Kg) Nao filtrado 10,90 £ 0,74 10,86 = 0,01 8,43 + 0,10 9,12 £ 0,28 13,24 £ 0,27 13,24 % 0,15
Extingao especifica Filtrado 1,31 1,39 1,39 1,46 1,59 1,60
K232 Né&o filtrado 1,55 1,58 1,39 1,58 1,64 1,64
Extingcdo especifica Filtrado 0,16 0,16 0,16 0,16 0,17 0,18
K7 Nao filtrado 0,17 0,17 0,17 0,18 0,18 0,19
AK Filtr ; ; ; ; ; ;
, Nao filtrado < 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 < 0,01 < 0,01
Indice de refragao Filtrado 1,4688 1,4688 1,4688 1,4689 1,4688 1,4689
(D 20°C) Néao filtrado 1,4689 1,4687 1,4688 1,4688 1,4688 1,4689
Indice de iodo Filtrado 80,45 £ 0,53 82,77 £ 1,43 83,26+ 83,70+0,52 82,24+0,21 81,01+0,08
(g 1,/100 g) Nao filtrado 80,55 + 0,59 85.31 = 0,21 81,22+ 85,6510,16 82,57+0,34 82,28+0,30
Clorofila e pigmentos Filtrado 15,42 £ 0,001 16,14 = 0,055 15,86 £ 0,026 15,78 &£ 0,01 15,50 = 0,017 N&o Realizado
(mg/Kg de 6leo) Nao filtrado 10,93 £ 0,005 11,22 + 0,01 11,26 £ 0,01 11,18 £ 0,02 11,31 £ 0,01 N&o Realizado
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5.2. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

O indice de peroxido inicial do azeite filtrado foi 9,62 + 0,28 mEq O./kg e o
azeite nao filtrado 10,90 £ 0,74 mEq O/kg. Os dois tipos de azeite apresentaram
um pronunciado aumento no indice de peroxido no oitavo més de armazenamento.
Neste periodo o indice de peroxido do azeite filtrado foi 11,08 = 0,74 mEq O2/kg e do
nao filtrado 13,24 + 0,27 mEq O,/kg. No décimo més de armazenamento o indice de
peréxido do azeite filtrado teve um acréscimo para 12,19 = 0,11 mEq O.kg,
enquanto o azeite nao filtrado manteve o mesmo valor observado no oitavo més. Os
dois tipos de azeite apresentaram uma acidez menor que o padrao legal de 20 mEq
0O./kg (BRASIL, 2012).

O processo de oxidagao lipidica ocorre de forma gradual e progressiva, sendo
um processo inerente aos Oleos e suas causas podem sem diversas, auto-oxidacgao,
enzimatica, hidrolilica, como também resultante do metabolismo de uma microbiota
existente (GUERRINI et al., 2015; ZULLO; CIAFARDINI, 2018).

A concentracdo de peroxidos durante o armazenamento tende a aumentar
pelo aumento dos produtos resultantes da fase de propagacédo no processo de
oxidagao lipidica. Assim o aumento do indice de peroxido pode ser associado ao
processo de oxidagdo do azeite de oliva, pela formagdo de perdxidos, um dos
primeiros compostos resultantes desse processo. Quando se avalia a evolucédo do
processo de oxidagao, durante o armazenamento, foi observado que o maior aumento
ocorreu com o azeite nao filtrado, presumindo que ha influéncia da composicao do
sedimento e da contaminagdo microbiologica das azeitonas no processo de iniciagéo
da oxidagao lipidica.

A umidade, mesmo em baixas concentracbes, as microgotas de agua de
vegetagdo (CAYUELA et al.,, 2015) e os indutores no sedimento do azeite ndo
filtrado, como enzimas, micro-organismos, insaturacdes e clorofila podem acelerar
o processo de iniciacdo da oxidagdo. A reagdo, uma vez iniciada, se propaga até que
os subprodutos, sejam transformados em substrato para a proxima fase da oxidacao
lipidica e consumidos pela mesma. Hidrocarbonetos, acidos graxos de cadeia curta,
radicais livres e compostos volateis como aldeidos e cetonas, sdo produtos dessa
reagao produzindo o odor e sabor do rango durante o armazenamento (CAYUELA et
al., 2015; VICHI et al., 2011). Embora a presenga de compostos antioxidantes no
azeite de oliva, como os compostos fendlicos, os tocoferdis por exemplo, seja
realidade, uma vez também consumidos, o processo de oxidagao tende a prosseguir.

A extincdo especifica inicial do azeite de oliva filtrado no comprimento de
onda 232 nm (Kz3;) foi 1,31, no comprimento de onda 270 nm (K37) 0,16 e a variagao
do coeficiente de extingdo (AK) < 0,01. No azeite nao filtrado, a extingao especifica
inicial foi K;3; de 1,55, 0 K70 0,17 e 0 AK de < 0,01. Apds oito meses, o azeite filtrado
apresentou K3, foi 1,59, Ky 0,17 e AK de < 0,01; o azeite nao filtrado também
apresentou um aumento sendo, K3, foi 1,64, Kz70 0,18 e AK < 0,01.
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Essas variagcbes, embora pequenas, demonstram a possibilidade de que
produtos de oxidagcdo primaria comegcam a se fazer presente, porém ambas as
amostras apresentam valores para 232 nm menor ou igual a 2,50. Quanto aos valores
de 270 nm, onde sdo identificados produtos secundarios de oxidacdo como as
cetonas insaturadas, as amostras apresentam valores menor ou igual a 0,22.
Consequentemente, AK para as amostras apresenta valor menor que ou igual a 0,01
indicando pureza e que estavam dentro dos limites determinantes de qualidade do
azeite de oliva.

Essa distincdo é interessante porque permite diferenciar os estados de
evolugdo da oxidagdo das amostras, sua identidade, seu estado de conservacgao e
possiveis mudancas ocorridas durante seu processamento.

Os valores encontrados para a analise de indice de iodo nas amostras de
azeite filtrado e nao filtrado no inicio do experimento foi respectivamente 80,45 e
80,55 e apos 10 meses de armazenamento respectivamente 81,01 e 82,28. Os
resultados obtidos se encontram na mesma ordem de grandeza, embora com uma
pequena variagao que nao expressa adulteracao sendo o limite para tal indice de 75
e 94, para azeite extra virgem. Esse indice detecta possiveis adulteracbes que
revelam alteragbes na composi¢ao de acidos graxos, quando € identificado o grau
de insaturagcdo. O teor de iodo é proporcional a quantidade de insaturagdes
presentes.

O indice de refracao é caracteristico de cada tipo de 6leo, assim para o azeite
de oliva extra virgem varia entre 1,4677 e 1,4705. Os resultados obtidos para ambas
as amostras durante o experimento se encontram dentro do limite estabelecido pela
legislac&o, IN n° 1/2012, variando de 1,4688 a 1,4689 ao fim de 10 meses.

Ambos os indices, de refracdo e de iodo, se modificam em fungcdo do grau
de insaturagcdo no azeite de oliva, sendo importante no controle do processo de
hidrogenagdo quando se deseja converter os Oleos vegetais liquidos e insaturados
em gorduras sdlidas e estaveis a temperatura ambiente, como na produgédo de
margarinas, gorduras e outros produtos semi-solidos.

As analises de indice de iodo e de refragdo complementam a pesquisa
quanto a pureza das amostras com valores dentro do limite de aceitagdo. Ambos
apresentaram valores dentro da categoria de azeite extra virgem (Tabela 7).

Os resultados de clorofila e pigmentos relacionados apresentaram diferen-
tes valores entre as amostras no inicio do experimento, para o azeite filtrado de
15,42 £ 0,001 mg/kg de dleo, para o nao filtrado de 10,93 + 0,005 mg/kg de 6leo.
Apods oito meses de armazenamento os resultados foram 15,50 = 0,017 mg/kg de
Oleo para o azeite filtrado e 11,31 + 0,01 mg/kg de dleo para o nao filtrado. A
dosagem do teor de clorofila apés 10 meses de armazenamento ndao pode ser
realizada devido ao momento de pandemia Covid-19. Os dados obtidos no periodo
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analisado tém uma variagao
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pouco expressiva durante o armazenamento (Tabela 7). A presengca desses
compostos, além de trazer cor ao azeite de oliva (varia do verde amarelado ao
amarelo esverdeado) tem atividade antioxidante, quando na auséncia de luz) e pro-
oxidante quando na presenga de luz, podendo ocasionar degradagdo do azeite se
esse é exposto a luz e ao oxigénio. De acordo com Vichi et al. (2011), a dosagem de
clorofila, feofitinas, xantofilas e carotenoides separadamente apresentam valores
diferenciados pela influéncia de micro-organismos, temperatura de malaxacéo e teor
de compostos volateis.

De acordo com padrdo de identidade e qualidade do azeite de oliva extra
virgem no Brasil, o azeite de oliva néo filtrado e o filtrado foram classificados como
azeite de oliva extra virgem.

5.3 OBSERVACAO MICROSCOPICA

A pesquisa realizada por observagao direta ao microscopio 6tico, modelo
Olym- pikus 50, no aumento de 400 vezes, em lédminas temporarias, utilizando
solucdo de azul de algoddo como corante (Figura 16), permitiu observar
caracteristicas macroscopicas dos bolores e leveduras (KOIDIS; TRIANTAFILLOU,;
BOSKOU, 2008). Foi observado a presenga de estruturas unicelulares apresentando
brotamento, caracteristicas de leveduras. A presenga de hifas septadas
caracteristica de fungos filamentosos. Porém o uso do corante azul de algoddo tem
por finalidade visualizar o micélio vegetativo de fungos filamentosos e as
caracteristicas da célula de leveduras e o brotamento, ndo sendo uma analise
conclusiva pra identificagao.

Figura 16 — Observacdo ao microscopio 6tico do sedimento corado com azul de
algodao.
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Os atributos considerados significativos para descrever os azeites foram
percebi- dos por no minimo 30% do numero de avaliadores, em pelo menos uma das
amostras, e o resultado expresso na Tabela 8.

Tabela 8 — Numero de mengdes dos atributos e defeitos sinalizados pelo painel nas
amostras durante o armazenamento pelos provadores.

Tempo de armazenamento (més)

Amostra 0 2 6 8
AF ANF AF ANF AF ANF AF ANF

Frutado verde 2 - 2 - 4 - 5 -
Frutado maduro 5 2 6 2 8 2 6 3
Notas de banana 1 - 3 - 2 - 3 -
Amargo 6 4 6 3 8 3 7 2
Picante 7 3 7 3 9 3 8 1
Notas herbaceas 3 - 4 - 4 - 2 -
Avinagrado - 5 - 4 - 3 - 3
Fermentado - 6 - 5 - 5 - 6

Legenda: AF - Azeite filtrado / ANF - Azeite nao filtrado.

Foi percebido, por todos os avaliadores, o defeito fermentado na amostra de
azeite nao filtrado nos tempos inicial, 0, apés 2, 6 e 8 meses de armazenamento.
Este defeito é expresso pelo contato do azeite de oliva recém-extraido com o
sedimento resultante do processo de extracdo (CAYUELA et al., 2015).

Considerando que as amostras partem de uma mesma extracdo, com o
diferencial do processo de filtragdo como ultima etapa antes do envase, as amostras
se apresentam expressando um frutado maduro, com amargor e picancia presentes
em todos os tempos avaliados.

O azeite filtrado se apresenta como frutado maduro, expressando notas
suaves de banana, ja que percebidas por um pequeno grupo de provadores e notas
herbaceas por aproximadamente metade dos provadores, além do amargor e
picancia percebi- dos de forma crescente com o armazenamento. Somente para
estas amostras, os descritores notas herbaceas e frutado verde foram selecionados
como caracteristicas presentes.

O azeite nao filtrado naturalmente apresenta as mesmas caracteristicas,
todavia em menor intensidade quando comparado com o azeite filtrado. A percep¢ao
de frutado maduro é bem discreta, assim como a percepgao do amargor e picancia,
e acontece de forma decrescente com o armazenamento (VICHI et al., 2011). A
presenca do
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sedimento € tida como fonte de defeito chamado tulha/borra, representado pelo
termo fermentado, que se mantém durante o armazenamento. Os defeitos
fermentado e avinagrado foram considerados para descrever estas amostras, porém
nao foram expressos nas amostras de azeite filtrado.

Os resultados demonstraram caracteristicas de um azeite de oliva com defeito
pelo contato com o sedimento, percebido por todos os avaliadores, o que indica que
embora os paradmetros quimicos classificassem o azeite ndo filtrado como extra
virgem, o painel sensorial deste estudo ndo validou tal classificagao.

A classificacdo ocorre pela presenca de frutado e auséncia de defeitos
sensoriais. Mesmo que o azeite de oliva esteja com seus parametros fisico-quimicos
dentro dos valores estabelecidos pela legislacéo a presenga de defeitos determina a
classificagdo do azeite como azeite extra virgem, virgem ou lampante.
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A populacdo de leveduras encontrada no azeite de oliva nao filtrado foi pre-
dominante sobre a de bolores e bactérias. Em comparacédo a populagcao de bolores,
a enumeracao das leveduras durante o armazenamento se apresentou em maior
concentracdo e melhor desenvolvimento no meio MYGP pH 7,0, apesar da
diminuigao da contagem.

Durante o armazenamento os indices fisico-quimicos, apesar de pequenas
variagbes, permaneceram dentro dos limites da legislagdo vigente, para azeite de
oliva extra virgem. Porém o contado do azeite de oliva recém obtido com o
sedimento levou ao desenvolvimento de defeitos sensoriais como avinagrado e de
tulha/borra, que se mantém durante o armazenamento, contribuindo para a redugao
da qualidade sensorial do azeite de oliva nao filtrado apesar da presenca de atributos
considerados significati- vos como a percepcao bem discreta de frutado maduro e de
forma decrescente, com o armazenamento, amargor e picancia.

Ainda que se tenha obtido através desse estudo a constatagao da existéncia
de uma microbiota ativa presente no sedimento do azeite de oliva recém obtido nao
filtrado, teve-se como limitagdo da pesquisa o fato de ndo terem sido identificadas as
espécies presentes neste sedimento, principalmente pelo fato de existir uma
microbiota que nao é cultivavel. A identificacdo das espécies existentes, conhecer o
seu metabolismo e influéncia durante o armazenamento, consolidaria assim os
resultados encontrados.



REFERENCIAS

AFONSO, C. L. M. et al. Validacao do processo extrativo do 6leo dos frutos de
Dipterix alata Vogel para controle de qualidade e avaliacdo do potencial antioxidante.
In: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIaS - CAMPUS DE CIENCIAS EXATAS E
TECNOLOGGICAS. IV congresso de ensino, pesquisa e extensdo da Universidade
Estadual de Goias. Goias, 2004.

ALMEIDA, C. A. Nogueira-de et al. Azeite de Oliva e suas propriedades em preparagoes
quentes: revisao da literatura. International Journal of Nutrology, Thieme Revinter
Publicagdes Ltda, v. 8, n. 02, p. 013-020, 2015.

AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY. Official methods and recommended
practices of the American Oil Chemists’ Society. 4. ed. Champaign, USA: AOCS
Press, 1990.

AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY. Official methods and recommended
practices of the American Oil Chemists’ Society. 4. ed. Champaign, USA: AOCS
Press, 1995.

AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY. Official and tentative methods of the
American Oil Chemists’ Society: including additions and revisions. 6. ed. Champaign,
USA: AOCS Press, 2009.

ANDRADE, D. et al. Efeito da adicdo do micro talco natural na extracdo do azeite de
oliva. Anais do Saldo Internacional de Ensino, Pesquisa e Extenséo, v. 10, n. 2, 2018.

ANTONIASSI, R. et al. ’Otimizagéo do Método Hartman e Lago de Preparagao
de Esteres Metilicos de Acidos Graxos. Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento
(INFOTECA-E), Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro, 2018.

ARROYO-LOPEZ, F. N. et al. Role of yeasts in table olive production. International
Journal of Food Microbiology, Elsevier, v. 128, n. 2, p. 189—196, 2008.

ARROYO-LOPEZ, F. N. et al. Yeasts in table olive processing: desirable or spoilage
microorganisms? International Journal of Food Microbiology, Elsevier, v. 160, n. 1, p.
42-49, 2012.

BALLUS, C. A. Chemical characterization and antioxidant capacity of extra-virgin

olive oils from Brazil and other countries using electrophoretic, chromatographic and
spectrometric techniques. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Faculdade
de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2014.



Referéncias

BERTONCINI, E. I.; TERAMOTO, J. R. S.; PRELA-PANTANO, A. Desafios

para producao de azeite no Brasil. Campinas: Infobibos, 2010. Disponivel em:
<http://www.infobibos.com/Artigos/2010_4/DesafioOliva/index.htm>. Acesso em: 21
jun 2019.

BERTONCINI, E. |.; TESTA, U. Analise sensorial de azeites de oliva. Informe
Agropecuario, v. 35, n. 282, p. 58-65, 2014.

BONDAM, A. F. et al. Comparacgao de diferentes meios micoldgicos de uso geral para
analise de alimentos na enumeracao de Aspergillus brasiliensis: Quais 0s riscos e
como proteger os celiacos. In: Anais do 7° SIMPOSIO DE SEGURANCA
ALIMENTAR. Porto Alegre: [s.n.], 2020.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instrugcdo Normativa n° 01, de
30 de janeiro de 2012. Regulamento técnico para Oleos vegetais, gorduras vegetais
e creme vegetal. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Se¢ao 1, Brasilia,
p. 5-8, 2012.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instrucdo Normativa n° 24, de
18 de junho de 2018. Altera a Instrugdo Normativa n° 01, de 30 de janeiro de 2012,
que dispde sobre o Regulamento técnico para oleos vegetais, gorduras vegetais e
creme vegetal. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Segéo 1, Brasilia, p.
5, 2018.

CARDOSO, C. S.; DIAS, M. F. P. Referéncias bibliograficas de documentos
eletronicos. Pelotas: UFPEL, 2018. Disponivel em:
<https://wp.ufpel.edu.br/gpeialfiles/2018/02/ CADEIA-DA-OLIVICULTURA-1.pdf>.
Acesso em: 30 jun 2019.

CARDOSO, L. G. V. Caracteristicas fisico-quimicas e avaliagdo do perfil de acidos
graxos de azeites obtidos de diferentes variedades de oliveira introduzidas em
Minas Gerais — Brasil. 68 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2006.

CARDOSO, L. G. V. et al. Caracteristicas fisico-quimicas e perfil de acidos graxos
de azeites obtidos de diferentes variedades de oliveiras introduzidas no sul de minas
gerais—brasil. Semina: Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina, v. 31,
n. 1, p. 127-135, 2010.

CARPENTER, R. P.; LYON, D. H.; HASDELL, F. A. Analisis sensorial en el
desarrollo y control de la calidad de alimentos. Zaragoza: Acribia, 2002.

CASAL, S. et al. Olive oil stability under deep-frying conditions. Food and Chemical
Toxicology, Elsevier, v. 48, n. 10, p. 2972-2979, 2010.



Referéncias

CAYUELA, J. A. et al. Sensory defects of virgin olive oil from a microbiological
perspective. Trends in Food Science & Technology, Elsevier, v. 43, n. 2, p. 227-235,
2015.

CAYUELA-SANCHEZ, J. A.; CABALLERO-GUERRERO, B. Fresh extra virgin olive
oil, with or without veil. Trends in Food Science & Technology, Elsevier, v. 83, p. 78—
85, 2019.

CIAFARDINI, G. et al. Transfer of selected yeasts to oil through olive inoculation.
Italian Journal of Food Science, v. 16, n. 1, 2004.

CIAFARDINI, G.; CIOCCIA, G.; ZULLO, B. A. Taggiasca extra virgin olive oil
colonization by yeasts during the extraction process. Food Microbiology, Elsevier, v.
62, p. 58-61, 2017.

CIAFARDINI, G.; ZULLO, B. Effect of lipolytic activity of Candida adriatica, Candida
diddensiae and Yamadazyma terventina on the acidity of extra-virgin olive oil with a
different polyphenol and water content. Food Microbiology, Elsevier, v. 47, p. 12-20,
2015.

CIAFARDINI, G.; ZULLO, B. A. Survival of micro-organisms in extra virgin olive oil
during storage. Food Microbiology, Elsevier, v. 19, n. 1, p. 105-109, 2002a.

CIAFARDINI, G.; ZULLO, B. A. Microbiological activity in stored olive oil.
International Journal of Food Microbiology, Elsevier, v. 75, n. 1-2, p. 111-118, 2002b.

CIAFARDINI, G.; ZULLO, B. A. Virgin olive oil yeasts: A review. Food Microbiology,
Elsevier, v. 70, p. 245-253, 2018.

CIAFARDINI, G.; ZULLO, B. A.; IRIDE, A. Lipase production by yeasts from extra
virgin olive oil. Food Microbiology, Elsevier, v. 23, n. 1, p. 60-67, 2006.

COl. Andlisis sensorial del aceite de oliva — Método de valoracion organoléptica del
aceite de oliva virgen. CONSEJO OLEICOLA INTERNACIONAL, Madrid, v. 15, 2007.
Disponivel em: <http://<www.internationaloliveoil.org>. Acesso em: 27 abr 2019.

COMISSAO EUROPEIA. Regulamento (UE) n° 2568/91 de 11 de julho de 1991,
relativo as caracteristicas dos azeites e dos 6leos de bagago de azeitona, bem como
aos métodos de analise relacionados. 1991.

COMISSAO EUROPEIA. Regulamento Delegado (UE) n° 1830/2015 da Comiss&o
de 8 de julho de 2015, que altera o Regulamento (CEE) n° 2568/91, relativo as



Referéncias

caracteristicas dos azeites e dos 6leos de bagaco de azeitona, bem como aos métodos
de analise relacionados. 2015.

DI GIOVACCHINO, L. Technological aspects. In: HARWOOD, J AND APARICIO, R.
Handbook of olive oil. Gaithersburg: ASPEN, 2000. p. 17-56.

EMPORIO DO AZEITE. Azeite de oliva - Filtrado ou néo filtrado? Empério
do Azeite, 2021. Disponivel em: <https://www.emporiodoazeite.com.br/blog/
azeite-de-oliva-filtrado-ou-nao-filtrado>. Acesso em: 22 mar 2021.

FAIA, A. M. Isolamento e identificagdo de fungos filamentosos e leveduras em alguns
pontos de uma rede de distribuicdo de agua. Dissertagcao (Mestrado em Biologia
Celular e Biotecnologia) — Universidade de Lisboa, Lisboa, 2011.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations — Statistics Division.
FAOSTAT, 2015. Disponivel em: <http://faostat3.fao.org/faostat-gateway/go/to/home/E>.
Acesso em: 25 abr 2019.

FARIA-MACHADO, A. F. et al. Qualidade de azeites de oliva extravirgens produzidos no
Brasil. In. CONGRESSO LUSO-BRASILEIRO DE HORTICULTURA. Embrapa Clima
Temperado-Artigo em anais de congresso (ALICE). Lisboa, 2018.

FERNANDES, G. D. Detection of sophisticated fraud in olive oil using official
methodologies and DNA molecular markers. Tese (Doutorado em Tecnologia de
Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2016.

FREGAPANE, G. et al. Effect of filtration on virgin olive oil stability during storage.
European Journal of Lipid Science and Technology, Wiley Online Library, v. 108, n. 2,
p. 134—142, 2006.

FREITAS, D. C. Caracterizagéo fendlica de azeites virgens provenientes da cultivar
galega vulgar e validagdo do método por HPLC. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Alimentar) — Escola Superior Agraria, Instituto Politécnico de Beja, Beja,
2013.

GARGOURI, B.; ZRIBI, A.; BOUAZIZ, M. Effect of containers on the quality of
Chemlali olive oil during storage. Journal of Food Science and Technology, Springer,
v. 52, n. 4,

p. 1948-1959, 2015.

GENOVESE, A. et al. Olive oil phenolic compounds affect the release of aroma
compounds. Food Chemistry, Elsevier, v. 181, p. 284-294, 2015.



Referéncias

GIULIANI, A.; CERRETANI, L.; CICHELLI, A. Chlorophylls in olive and in olive oil:
chemistry and occurrences. Critical reviews in food science and nutrition, Taylor &
Francis, v. 51, n. 7, p. 678-690, 2011.

GUERRINI, S. et al. Investigation on microbiology of olive oil extraction process. Italian
Journal of Food Science, v. 27, p. 236-247, 2015.

HOUSHIA, O. J. et al. Effect of olive oil adulteration on peroxide value, delta-K and on
the acidity Nabali-Baladi olive oil quality. Delta (A), v. 266, p. k274, 2014.

IAL. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos. Coordenadores: Odair
Zenebon, Neus Sadocco Pascuet e Paulo Tiglea. Sdo Paulo: Instituto Adolfo Lutz,
2008.

JORGE, R. O. Caracterizacéo de azeites virgem extra “gourmet” varietais e “blends”
comercializados no mercado do Rio Grande do Sul. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial) — Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2010.

JORGE, Z. L. C. Analise sensorial, consumo e qualidade de azeites de oliva extra
virgem. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2013.

KALUA, C. M. et al. Olive oil volatile compounds, flavour development and quality: A
critical review. Food Chemistry, Elsevier, v. 100, n. 1, p. 273-286, 2007.

KIRITSAKIS, A.; TURKAN, K. M.; KIRITSAKIS, K. Olive oil. Bailey’s Industrial Oil and
Fat Products, Wiley Online Library, p. 1-38, 2020.

KOIDIS, A.; TRIANTAFILLOU, E.; BOSKOU, D. Endogenous microflora in turbid
virgin olive oils and the physicochemical characteristics of these oils. European journal
of lipid science and technology, Wiley Online Library, v. 110, n. 2, p. 164-171, 2008.

KURTZMAN, C. P.; FELL, J. W. The Yeasts, a Taxonomic Study. Amsterdam:
Elsevier, 1998. 320-351 p.

LEONARDI, J. G.; AZEVEDO, B. M.; ROMANO, L. H. Avaliagao das insaturacdes de
azeites extras virgens pelo indice de iodo (método de wijs). Revista Saude em Foco,
p. 17-30, 2018.

LERCKER, G.; CARAMIA, G. Composizione ed aspetti salutistici dell’olio di oliva.
Rivista Italiana delle Sostanze Grasse, v. 87, p. 147-169, 2010.



Referéncias

LUTZ, A. Normas analiticas do instituto adolfo lutz. Métodos quimicos e fisicos para
analise de alimentos, v. 2, 1985.

MACHADO, I. K. Avaliagdo Sensorial de Azeites de Oliva. Porto Alegre: Trabalho
apresentado ao Seminario Técnico de Olivicultura, 2017.

MAPA. Painel sensorial de azeite de oliva do LFDA-RS obtém reconhecimento
internacional inédito no Brasil. Brasilia: Governo Federal, 2021. Disponivel em: <https:
/lwww.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/noticias/painel-sensorial-de-azeite-de-oliva>.
Acesso em: 25 fev 2022.

MARQUES, C. J. S. Anélise comparativa de azeites virgem extra de varios DOP:
caracterizagdo reoldgica, fisico-quimica e cromatografica. 139 p. Dissertagao (Mestrado
em Controlo da Qualidade e Toxicologia dos Alimentos) — Faculdade de Farmacia,
Universidade de Lisboa, Lisboa, 2015.

MELLO, L. D.; PINHEIRO, M. F. Aspectos fisico-quimicos de azeites de oliva e de
folhas de oliveira provenientes de cultivares do rs, brasil. Alimentos e Nutrigéo, v. 23,
n. 4, p. 537-548, 2012.

MELLO, M. A. M. F. Avaliagdo das Propriedades de Oleos Vegetais visando a
Producgéo de Biodiesel. Dissertagao (Mestrado em Quimica) — Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa, 2010.

MODOLO, J. S. Quantificagdo de estigmatadienos em azeite de oliva (Olea europea
L.) por cromatografia em fase gasosa. 178 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2007.

NOGUEIRA, F. Contribuicdo para a caracterizacdo de “Azeitonas de mesa mistas ao
natural” produzidas de forma tradicional em Tras-os-Montes: aspectos morfologicos,
quimicos e microbiolégicos. 97 p. Dissertagao (Mestrado em Qualidade e Seguranga
Alimentar) — Instituto Politécnico de Bragancga, Escola Superior Agraria, Braganca,
2012.

OLIVEIRA, A. F. d.; ABRAHAO, E. Botanica e morfologia da oliveira (Olea europaea
L.). Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 27, n. 231, p. 13-17, 2006.

OLIVEIRA, M. C. d. et al. Caracteristicas fenoldgicas e fisicas e perfil de acidos
graxos em oliveiras no sul de Minas Gerais. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
SciELO Brasil,

v. 47, p. 30-35, 2012.



Referéncias

PALUMBO, M.; HARRIS, L. J. Microbiological food safety of olive oil: A review of the
literature. US Davis Olive Center Report, 2011.

PERES, M. F.; MARTINS, L. L.; DIAS, S. F. Otimizacao da extracdo de azeite de
azeitona ‘cobrangosa’ por adicdo de adjuvantes tecnoldgicos. VI Simpdsio Nacional
de Olivicultura, APH, p. 375-380, 2012.

ROMO-SANCHEZ, S. et al. Yeast biodiversity from oleic ecosystems: study of their
biotechnological properties. Food Microbiology, Elsevier, v. 27, n. 4, p. 487-492, 2010.

SA, D.; CAMPOS, R. d. S.; FARIA-MACHADO, A. F. de. Aceitacao de Azeites de
Oliva da Regiao da Mantiqueira (MG): Entendendo Consumidor e Azeite Brasileiros.
Embrapa Agroindustria de Alimentos-Documentos (INFOTECA-E), Rio de Janeiro:
Embrapa Agroindustria de Alimentos, 2019., 2019.

SAATKAMP, K. E. Comparagéo de diferentes meios de cultura utilizados como
substratos na contagem de bolores e leveduras no controle da qualidade de erva-
mate. Graduacado em Ciéncias Bioldgicas na area de Microbiologia — Universidade
Federal do Parana, Curitiba, 1998.

SANTOS, C. S. P. et al. Effect of cooking on olive oil quality attributes. Food Research
International, Elsevier, v. 54, n. 2, p. 2016-2024, 2013.

SERVILI, M. et al. Biological activities of phenolic compounds of extra virgin olive oil.
Antioxidants, Multidisciplinary Digital Publishing Institute, v. 3, n. 1, p. 1-23, 2014.

SILVA, T. et al. Characterization of yeasts from Portuguese brined olives, with a focus
on their potentially probiotic behavior. LWT-Food Science and Technology, Elsevier,
v.44,n. 6, p. 1349-1354, 2011.

TEIXEIRA, P. R. J. Contributo para a caracterizagdo do azeite extraido na area de
influéncia da Cooperativa dos Olivicultores de Valpagos. Dissertagcao (Mestrado em
Qualidade e Seguranga Alimentar) — Escola Superior Agraria, Braganga, Instituto
Politécnico de Bragancga, Braganca, 2015.

VICHI, S. et al. The activity of healthy olive microbiota during virgin olive oil extraction
influences oil chemical composition. Journal of agricultural and food chemistry, ACS
Publications, v. 59, n. 9, p. 4705-4714, 2011.

WREGE, M. S. et al. Regides de clima homogéneo no brasil para produ¢gao comercial
de oliveiras. Revista Brasileira de Climatologia, Embrapa Florestas, Curitiba, v. 16, p.
142—-158, 2015a.



Referéncias

WREGE, M. S. et al. Distribuigdo potencial de oliveiras no brasil € no mundo. Revista
Brasileira de Fruticultura, SciELO Brasil, v. 37, p. 656—-666, 2015b.

XENAKIS, A.; PAPADIMITRIOU, V.; SOTIROUDIS, T. G. Colloidal structures in natural
oils. Current opinion in colloid & interface science, Elsevier, v. 15, n. 1-2, p. 55-60,
2010.

ZANONI, B. et al. Investigation on microbiology of olive oil extraction process. Italian
Journal of Food Science, v. 27, n. 2, p. 236247, 2015.

ZULLO, B. A.; CIAFARDINI, G. Lipolytic yeasts distribution in commercial extra virgin
olive oil. Food Microbiology, Elsevier, v. 25, n. 8, p. 970-977, 2008.

ZULLO, B. A.; CIAFARDINI, G. Changes in Physicochemical and Microbiological
Parameters of Short and Long-Lived Veiled (Cloudy) Virgin Olive Oil Upon Storage in
the Dark. European Journal of Lipid Science and Technology, Wiley Online Library,
v. 120, n. 1, p. 1700309, 2018.

ZULLO, B. A.; CIAFARDINI, G. Evaluation of physiological properties of yeast strains
isolated from olive oil and their in vitro probiotic trait. Food Microbiology, Elsevier, v.
78,

p. 179-187, 2019.

ZULLO, B. A,; CIOCCIA, G.; CIAFARDINI, G. Distribution of dimorphic yeast species
in commercial extra virgin olive oil. Food Microbiology, Elsevier, v. 27, n. 8, p. 1035—
1042, 2010.

ZULLO, B. A.; CIOCCIA, G.; CIAFARDINI, G. Effects of some oil-born yeasts on the
sensory characteristics of italian virgin olive oil during its storage. Food Microbiology,
Elsevier, v. 36, n. 1, p. 70-78, 2013.



ANEXOS



ANEXO | - FICHA CONTENDO OS DESCRITORES PARA A
ANALISE SENSORIAL

ANEXO |
Ficha contendo os descritores para a ANALISE SENSORIAL

Vocabulario especifico usado na categorizagdo do azeite de oliva extra virgem.
Padrdo COI / T.20 / Doc. N2. 4 "Andlise Sensorial: Vocabuldrio Basico Geral"/ COI-T20-Doc.-
15- REV-10-2018-Eng.pdf.

TERMO DESCRITOR DEFINICAO
Conjunto de sensagdes olfativas caracteristicas do dleo, que
Frutado depende da variedade das azeitonas e provém de frutos
sdos e frescos, verdes ou maduros. E percebido diretamente
e/ou
através da parte de tras do nariz (via retronasal).
Frutado verde Conjunto de sensagdes olfato-gustativas caracteristicas do

azeite que recorda as frutas verdes, dependente da
variedade de azeitonas, e que procede de frutos verdes sdos
e frescos. E percebido diretamente e / ou através da parte
de
tras do nariz (via retronasal).

Frutado maduro Conjunto de sensagdes olfato-gustativas caracteristicas do
azeite que recorda as frutas maduras, dependente das
variedades de azeitonas e que procedem de frutos sdos e
frescos. E percebido diretamente e / ou através da parte
de
tras do nariz (via retronasal).

Gosto primdrio caracteristico do 6leo obtido a partir de
Amargo azeitonas verdes ou azeitonas em amadurecimento. E
percebido nas papilas circunvaladas na regido “V” da lingua.

Sensacdo tatil picante caracteristica dos dleos produzidos no
Picante inicio do ano-safra, principalmente a partir de azeitonas ainda
verdes. Pode ser percebida em toda a cavidade bucal,
principalmente na garganta.

Aroma caracteristico do dleo obtido de azeitonas
Tulha (Atrojado) / Borras empilhadas ou armazenadas em condigdes ndo adequadas,
proporcionando um estdgio avancado de fermentagdo
anaerdbica ou de 6leo deixado em contato com o sedimento
de decantagdo sofrendo também um processo de
fermentagdo anaerdbica.

Sabor do azeite produzido com azeitonas que permaneceram
Mofo-umido-terroso amontoadas com umidade por varios dias e desenvolveram
fungos e leveduras; ou obtido de azeitonas sujas, ndo
lavadas, as quais possuiam terra ou lama.
Sabor caracteristico de certos éleos que recorda vinho ou
Avinhado - avinagrado vinagre.
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ANEXO Il

Ficha para o preenchimento dos avaliadores
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page 13

Figure 1
PROFILE SHEET FOR VIRGIN OLIVE OIL

INTENSITY OF PERCEPTION OF DEFECTS

: Fusty/muddy sediment .

. Musty/humid/earthy

: Winey/vinegary
I acid/sour

: Frostbitten olives :
~ {wet woaod) i

! Rancid

© Other negative
- attributes: H

Metallic [ ] Dry hay [] Grubby [_] Rough[_]
Descriptor: Brine [ ] Heated or burnt [_] Vegetable water 1

Esparto [ | Cucumber [ ] Greasy [|

INTENSITY OF PERCEPTION OF POSITIVE ATTRIBUTES

Fruity

Green [_] Ripe []

Bitter

Pungent

: MName of taster:; Taster code:
: Sample code: Signature:
. Date:

Comments:
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ANEXO il
FICHA PARA O PREENCHIMENTO DOS
AVALIADORES

Marque todas as palavras que vocé considera apropriada para descrever as

amostras:

AVALIACAO SENSORIAL DE AZEITE DE
OLIVA

TESTE 1 TESTE 2

TERMO DESCRITOR 163 | 289 | 632 | 744 | 972 | 853 | 534 | 618

Frutado verde
Frutado

Frutado maduro

Notas de banana

Notas herbaceas

Notas florais

Notas de frutas citricas

Notas de maga

Notas de pepino

Notas de cacau

Amargo

Picante

Tulha (Atrojado) / Borras

Mofo-Umido-terroso

Avinhado - avinagrado

Acido - azedo

Azeitonas congeladas (madeira umida)

Metalico

Rangoso
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ANEXO IV - FLUXOGRAMA ADAPTADO DA EXTRAGAO DO AZEITE DE OLIVA UTILIZADO NA

PESQUISA
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